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RÉSUMÉ
HDAC1 et la régulation des processus inflammatoires 
dans les cellules épithéliales intestinales
Par Julie Moore Gagné 
Département d’anatomie et de biologie cellulaire
Mémoire présenté à la Faculté de médecine et des sciences de la santé en vue de l’obtention du 
grade de maître ès sciences en biologie cellulaire, Département d’anatomie et de biologie 
cellulaire, Faculté de médecine et des sciences de la santé, Université de Sherbrooke, 
Sherbrooke, Québec, Canada, J1H 5N4
Les histones désacétylases (HDACs) contrôlent l’expression des gènes en modifiant la structure 
de la chromatine par la désacétylation des histones ou en modulant l’activité transcriptionnelle de 
facteurs de transcription. L’utilisation d’inhibiteurs ciblant les HDACs, les HDACi, a récemment 
montré un rôle des HDACs dans l’inflammation. Toutefois, comme les HDACi sont non- 
spécifiques, il est difficile d’identifier les fonctions spécifiques des différents HDACs. Les rôles 
des HDACs dans l’épithélium intestinal sont peu connus. Les principaux objectifs de ce travail 
visaient à déterminer les rôles spécifiques de HDACI dans les cellules épithéliales intestinales 
(CEI) et son implication dans la réponse inflammatoire. L'inhibition de l'expression de HDACI 
dans les CEI de rat, entraîne une augmentation post-transcriptionnelle de HDAC2, une 
modification de la morphologie cellulaire, une diminution de la prolifération cellulaire, une 
diminution de l’activité désacétylase associée au complexe corépresseur Sin3 et une modification 
de la réponse au HDACi trichostatin A (TSA). De plus, en réponse à l’IL-ip, la perte de HDACI 
diminue l’expression protéique des facteurs de transcription NF-kB et C/EBPp tout en entraînant 
une prolongation de leur phosphorylation. L’absence de HDACI diminue également la 
phosphorylation et l’expression des MAPKs p38 et JNK, de base ou en réponse à l’IL-ip. 
Ensuite, l’expression de gènes de réponse inflammatoire en réponse à l’IL-lp a été analysée. 
Suivant la perte de HDACI, cinq patrons d’expression ont ainsi été obtenus : 1) augmentation des 
niveaux de base et induits (Hp, Kngl), 2) réduction des niveaux de base et niveaux induits 
normaux (Ccl2, Ccl5, Ccl20, Cxcll, C3, iNOS), 3) augmentation des niveaux induits (Cxcl2), 4) 
réduction des niveaux de base et induits (A2m) et 5) aucune modulation (Lcn2, GAPDH). La 
sécrétion de cytokines est également perturbée en l’absence de HDACI : 1) diminution des 
niveaux de base et augmentation des niveaux induits (Ccl2, Cxcl3), 2) diminution des niveaux 
induits (Ccl20, Cxcl5, Cx3cll) et 3) augmentation des niveaux induits (Cxcl2, Timpl). HDACI 
est aussi impliquée dans le contrôle de la réponse au stress du réticulum endoplasmique 
puisqu’un délai dans l’induction de la protéine CHOP est observé dans les cellules n’exprimant 
pas HDACI, en réponse à la tunicamycine. Nos résultats démontrent que HDACI est un 
régulateur majeur de l’homéostasie épithéliale intestinale, incluant la réponse inflammatoire et le 
stress du réticulum endoplasmique, et que HDACI peut agir autant comme coactivateur ou 
corépresseur transcriptionnel.
Mots Clés : HDACI, IL-1 p, cellules épithéliales intestinales, réponse inflammatoire, réponse au 
stress du réticulum endoplasmique
À ma mère Judith 
et mon père Claude
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INTRODUCTION
1. L’homéostasie Intestinale
1.1 La microflore intestinale
Le corps humain est constitué d’environ 1013 cellules et, dès la naissance, contient au moins 
dix fois plus de microorganismes (Gill et al., 2006). La communauté la plus abondante et 
diversifiée de microorganismes réside dans l'intestin et est constituée d’environ 500 à 1000 
différentes espèces de microorganismes, en grande majorité des bactéries, mais aussi 
différents eucaryotes, virus et archées (Zhang et al., 2006; Eckburg et al., 2005). Dans 
l’intestin, les concentrations en microorganismes varient de 104 à 107 unités formatrices de 
colonies (UFC)/ml dans le jéjunum et l’iléon, à environ 1011 UFC/ml dans le côlon (Sartor 
2008). La composition de la microflore intestinale varie tout au long de la vie, influencée 
entre autres par l’âge, le mode de vie, la diète ou le stress (Saleh et Trinchieri, 2011).
Au cours de l’évolution, l’hôte et la microflore ont développé une relation symbiotique 
bénéfique pour le maintien de l’homéostasie de chacun (Hooper et Macpherson, 2010). 
L’hôte fournit un habitat propice à la survie et à la prolifération des microorganismes et, en 
retour, ceux-ci contribuent au maintien de sa santé (Saleh et Trinchieri, 2011). D’abord, la 
microflore intestinale augmente l’efficacité digestive de l’hôte, notamment en dégradant 
des polysaccharides et en fermentant des fibres non digestibles (Penders et al., 2006). Elle 
limite également la colonisation de l’intestin par des pathogènes en compétitionnant avec 
ceux-ci pour la disponibilité des nutriments (Sarkis et al., 2008). De plus, en présence de 
pathogènes spécifiques, certains microorganismes peuvent même produire des facteurs qui 
stimulent la réponse antimicrobienne de l’hôte contre ces pathogènes (Sarkis et al., 2008). 
Puis, finalement, par la production de facteurs symbiotiques, la microflore stimule la 
maturation des cellules épithéliales (Hooper et al., 2001), la maturation et l’activation des 
lymphocytes (Hand et Belkaid, 2010), la survie cellulaire (Rakoff-Nahoum et al., 2004),
2Fautophagie (Delgado et al., 2008) ainsi que la restitution épithéliale (Rakoff-Nahoum et 
al., 2004).
1.2 L'épithélium intestinal
L’épithélium intestinal, dont la surface de contact atteint environ 100 m2 (Maloy et Powrie, 
2011), est organisé selon un axe de cryptes et de villosités dans l’intestin grêle et de cryptes 
et d’épithélium de surface dans le côlon (Garrett et al., 2010). 11 constitue une interface 
entre la lumière intestinale, où réside la microflore, et les tissus lymphoïdes sous-jacents, 
dont la lamina propria, les plaques de Peyer et leurs leucocytes résidants (Fig. 1) (Abraham 
et Cho, 2009; Garrett et al., 2010). L’épithélium est entièrement renouvelé à tous les cinq 
jours à partir de cellules souches pluripotentes qui résident dans une niche au fond des 
cryptes (Stappenbeck et al., 1998). Dans l’intestin grêle, les cellules souches donnent 
naissance à des cellules transitoires qui prolifèrent rapidement, migrent vers le haut des 
cryptes et se différencient en trois types cellulaires distincts, soit en cellules 
entéroendocrines, en cellules caliciformes ou en entérocytes. D’autres cellules entament 
plutôt une migration vers le fonds des cryptes pour se différencier en cellules de Paneth 
(Fig. 2) (Stappenbeck et al., 1998; Li et al., 2009). Ces différents types cellulaires 
contribuent au maintien de l’homéostasie intestinale en influençant la colonisation 
bactérienne, en sondant continuellement la microflore environnante et en induisant et 
modulant la réponse immunitaire (Maloy et Powrie, 2011).
Les cellules caliciformes sécrètent des mucines et des peptides en trèfle qui s’enchevêtrent 
afin de former une couche de mucus stratifiée d’environ 150 pm à la surface de 
l’épithélium (Johansson et al., 2008). La couche de mucus protège les cellules épithéliales 
intestinales en limitant leur contact avec la microflore mais également, en promouvant la 
restitution épithéliale (Johansson et al., 2008; Kalabis et al., 2006). Les cellules de Paneth 
sécrètent des médiateurs inflammatoires et différents peptides antimicrobiens, dont des 
défensines, des lectines, des lysozymes et des cathélicidines (Maldonado-Contreras et 
McCormick, 2011). Ces peptides antimicrobiens contribuent à la fois à la protection de
3l’épithélium intestinal et au maintien de l’homéostasie de la microflore intestinale (Keshav,
2006). Les cellules entéroendocrines produisent des hormones peptidiques impliquées dans 
le trophisme, la différenciation et la polarisation des cellules le long de l’axe crypte- 
villosité, la réparation tissulaire et l’angiogenèse (Roda et ai, 2010).
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Figure 1: Organisation structurelle des cellules impliquées dans la régulation de 
l’homéostasie intestinale Dans l'intestin, la muqueuse est formée de l’épithélium, de la 
lamina propria et d’une fine couche de tissu musculaire (non représenté). La monocouche 
de cellules épithéliales forme une interface permettant entre autres de limiter les contacts 
entre la lumière intestinale, où réside la microflore et où transite le bol alimentaire, et les 
tissus sous-jacents. Les leucocytes, principalement les cellules dendritiques et les 
macrophages, ainsi que les lymphocytes T et B résident quant à eux dans la lamina propria 
et dans les plaques de Peyer, à proximité des cellules épithéliales intestinales. Il est à noter 
que dans l’intestin grêle, l’épithélium est organisé selon un axe crypte-villosité alors qu’il 
n’est formé que de cryptes et d’un épithélium de surface au niveau du côlon. Cette 
organisation structurelle permet d’augmenter la surface de contact avec la lumière 
intestinale. (Adapté de Garrett et al., 2010)
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Figure 2: L’axe crypte-villosité de l’intestin grêle. Dans l’intestin grêle, l’épithélium 
intestinal est organisé selon un axe crypte-villosité Afin de maintenir l’intégrité de l’axe, 
l’épithélium se renouvelle continuellement. Les cellules souches pluripotentes de l’intestin, 
localisées à la base des cryptes, vont d’abord donner naissance à des cellules transitoires à 
prolifération rapide. Ces cellules vont migrer et se différencier soit en cellules caliciformes, 
en cellules entéroendocrines ou en entérocytes, c'est-à-dire des cellules absorbantes. À 
l’atteinte de la villosité, les cellules sont complètement différenciées. Elles vont poursuivre 
leur migration jusqu’à l’apex des villosités où elles mourront par anoïkose. D’autres 
cellules, issues des cellules souches, vont migrer vers le fond des cryptes où elles se 
différencieront en cellules de Paneth. (Adapté de Li et al., 2009).
61.3 Les cellules épithéliales intestinales
Le quatrième type de cellules différenciées de l’intestin comprend les entérocytes, que nous 
appellerons les cellules épithéliales intestinales (CEI). Celles-ci sont essentielles à 
l’absorption de nutriments, d’électrolytes et d’eau de la lumière intestinale vers le sang, et 
produisent plusieurs enzymes digestives, par exemple la sucrase-isomaltase (Groschwitz et 
Hogan, 2009). Or, les CEI sont beaucoup plus que de simples cellules faisant office de 
filtre puisqu’elles ont un rôle central dans le maintien de l’homéostasie intestinale en tant 
que barrière protectrice, sentinelles et cellules sécrétrices.
D’abord, les CEI agissent en tant que barrière protectrice grâce à leur structure particulière 
qui délimite une polarité apicale-basolatérale. Le pôle apical est doté de nombreuses 
microvillosités qui limitent l’adhésion des microorganismes à la surface. Les CEI, en 
établissant des jonctions serrées, des jonctions adhérentes ou des desmosomes avec les 
cellules voisines, limitent l’infiltration de microorganismes jusqu’à la lamina propria (Artis, 
2008; Groschwitz et Hogan, 2009).
Les CEI sondent continuellement leur environnement immédiat grâce à trois différents 
types de récepteurs, les récepteurs de type toll (TLR), de type Nod (NLR) et de cytokines. 
Les TLRs et les NLRs reconnaissent des patrons moléculaires associés aux pathogènes 
(PAMP). Dans les CEI, les TLRs sont localisés au pôle apical et basolatéral de la 
membrane plasmique ou dans les endosomes, et les NLRs sont localisés dans le 
cytoplasme. Suite à une interaction avec des PAMPs, les TLRs et les NLRs engendrent 
entre autres une activation de la production de médiateurs inflammatoires (Loiarro et al., 
2010; Maldonado-Contreras et McCormick, 2011). Les récepteurs de cytokines permettent 
aux CEI de répondre à des stimuli provenant des leucocytes de la lamina propria. Elles 
répondent autant à des stimuli pro-inflammatoires, par exemple l’IL-lp, l’IL-6 et le TNFa, 
qu’à des stimuli anti-inflammatoires, tels que le TGFp et l’IL-10 (Sartor, 2006).
7Enfin, en réponse à divers stimuli, les CEI contribuent à la protection de l’épithélium par la 
sécrétion d’IgA et de divers peptides antimicrobiens ainsi qu’à la réponse inflammatoire par 
la sécrétion de cytokines, de chimiokines et de protéines plasmatiques de réponse 
inflammatoire aiguë (APP) (Maldonado-Contreras et McCormick, 2011; Artis, 2008). La 
production de chimiokines vise entre autres à augmenter le recrutement des cellules 
immunitaires au site d’inflammation (Rossi et Zlotnik, 2000). Certaines chimiokines 
attirent des leucocytes spécifiques : par exemple, CXCL2 attire les neutrophiles (Ohno et 
al., 1997), alors que d’autres ont un pouvoir attractant plus général, tel que CCL5 qui attire 
à la fois les lymphocytes Thl, les monocytes, les éosinophiles, les basophiles et les cellules 
dendritiques immatures (Laing et Secombes, 2004; Zimmerman et al., 2008) ou CCL2, qui 
attire les monocytes, les cellules dendritiques, les cellules NK et les lymphocytes T 
(Sorensen et al., 2004; Deshmane et al., 2009).
1.4 La tolérance
Puisque l’épithélium intestinal est en contact constant avec la microflore intestinale, un 
mécanisme homéostatique est nécessaire afin de maintenir un équilibre entre la tolérance 
face aux microorganismes commensaux et la réponse immunitaire innée face aux 
pathogènes. Afin d’établir une tolérance face à la microflore intestinale, les CEI sont dotées 
de divers mécanismes permettant de limiter la réponse immunitaire face aux 
microorganismes commensaux. Les TLRs et les NLRs sont essentiels au maintien de la 
tolérance puisqu’ils permettent aux CEI de discriminer les microorganismes commensaux 
des pathogènes par la reconnaissance de PAMPs (Maldonado-Contreras et McCormick, 
2011). Ces PAMPs sont principalement associés aux microorganismes commensaux. 
L’expression différentielle de ces récepteurs, la modification de leur localisation cellulaire 
ou encore la désensibilisation suite à des expositions répétées à des PAMPs spécifiques 
sont des exemples de mécanismes utilisés par les CEI pour maintenir la tolérance (Lee et 
al., 2008; Wells et al., 2010).
8Toutefois, l’activation de TLRs et de NLRs par des PAMPs associés à des pathogènes 
amène une réponse inflammatoire, par l’induction de la sécrétion de cytokines et de 
chimiokines pro-inflammatoires dans le but de limiter l’entrée de microorganismes dans la 
circulation sanguine ou encore de faciliter la réparation tissulaire (Maldonado-Contreras et 
McCormick, 2011). Or, ces récepteurs peuvent également induire la production 
d’antagonistes des TLRs, par exemple PPARa, Tollip et IRAM, ainsi que de cytokines 
anti-inflammatoires, telles que l’IL-10 et le TGF-p. Ces antagonistes contrôlent 
négativement la réponse inflammatoire dépendante des leucocytes et des cellules 
épithéliales et peuvent prévenir une suractivation de la réponse immunitaire, assurant ainsi 
le maintien de l’homéostasie intestinale (Maloy et Powrie, 2011 ; Khor et a l, 2011).
Or, dans le cas d’une réponse à un pathogène ou d’anomalies génétiques, il peut y avoir 
rupture de l’équilibre entre la microflore et l’hôte, ce qui peut entraîne une réponse 
inflammatoire dérégulée ou même chronique (Hooper, 2009).
2. L’inflammation intestinale
2.1 Les maladies inflammatoires de l'intestin
Les pathologies associées à une inflammation chronique dans l’intestin sont les maladies 
inflammatoires de l’intestin (Mil). Le terme Mil fait principalement référence à deux 
maladies, soit la maladie de Crohn et la colite ulcéreuse. La maladie de Crohn est 
caractérisée par une inflammation transmurale et présente un patron d’inflammation 
discontinu qui peut atteindre tout le tractus gastro-intestinal. La colite ulcéreuse est plutôt 
caractérisée par une inflammation superficielle limitée à la muqueuse intestinale et a un 
patron continu qui s’étend du rectum au côlon distal, bien qu’elle puisse s’étendre au côlon 
entier (Abraham et Cho, 2009).
Au niveau cellulaire, la maladie de Crohn et la colite ulcéreuse présentent des 
caractéristiques communes. D’abord, elles sont toutes deux caractérisées par une
9augmentation importante de la sécrétion de cytokines et de chimiokines pro­
inflammatoires, de molécules d’adhésion, dont ICAM1, et de molécules co-stimulatrices 
qui contribuent entre autres à l’augmentation du recrutement des leucocytes à la lamina 
propria ou à leur activation (Sartor, 2006). Par conséquent, les MU sont caractérisées par 
une présence accrue de neutrophiles, de macrophages et de cellules dendritiques actives au 
niveau de la lamina propria. Les lymphocytes T différenciés et actifs sont également 
augmentés différentiellement selon les deux pathologies. En effet, dans la maladie de 
Crohn, les cytokines surexprimées favorisent la différenciation des lymphocytes T CD4+ 
naïfs en lymphocytes T de type ThL alors que dans la colite ulcéreuse, la différenciation en 
lymphocytes T de type TH2 est prédominante (Sartor, 2006).
Les Mil sont d’origine multifactorielle et sont généralement causées par des susceptibilités 
génétiques, combinées à une modification de l’environnement et à une modification de la 
composition de la microflore intestinale (Sartor, 2006). La combinaison de ces différents 
facteurs mène ultimement à une dérégulation de la réponse immunitaire face à la microflore 
intestinale (Sartor, 2006). Différentes analyses génétiques de patients atteints de Mil ont 
révélé de nombreux gènes impliqués dans celles-ci. Certains gènes mutés sont spécifiques à 
l’une ou l’autre des Mil : par exemple, des mutations des gènes 1RF5, HNF4A et IL21 sont 
associées à la colite ulcéreuse et les gènes STAT3, NLRP3 et MUC19 à la maladie de Crohn 
(Khor et al., 2011). D’autres, comme IL23R, XBP1 et CARD9, sont communes aux deux 
(Khor et al., 2011). Les analyses génétiques ont également permis d’associer certains 
processus cellulaires aux Mil, tels que l’autophagie (ATG16L1) (Rioux et al., 2007), le 
maintien de la barrière épithéliale (HNF4A) (Darsigny et al., 2009; Cattin et al., 2009), le 
stress du réticulum endoplasmique (XBP1) (Kaser et al., 2008), la restitution épithéliale 
(STAT3) (Pickert et al., 2009), la différenciation des lymphocytes T (1L23R) (Kobayashi et 
al., 2008) et bien d’autres.
10
2.2 L'interleukine-ip et l'inflammasome Nlrp3
La famille de cytokines pro-inflammatoires interleukine-1 (IL-1) comprend plusieurs 
membres, dont l’IL-18 et l’IL-ip, impliqués dans différentes pathologies inflammatoires 
chroniques, incluant les Mil (Dinarello, 2002; Lissner et Siegmund, 2011). L’IL-1(3, l’une 
des premières interleukines décrites, a d’abord été isolée comme étant la molécule 
endogène de la fièvre (Dinarello, 2005). La voie de signalisation déclenchée par FIL-1(3 est 
commune à celle déclenchée par les TLRs en réponse aux PAMPs (Fig. 3). Brièvement, 
suivant le contact avec son ligand, le récepteur initie une cascade de signalisation en 
recrutant la protéine adaptatrice MYD88. À son tour, MYD88 recrute la kinase IRAK4 qui 
phosphoryle les kinases IRAK1 et IRAK2. Ces kinases recrutent ensuite la protéine 
adaptatrice TRAF6 et la kinase TAK1 qui activent des facteurs de transcription, tels que 
C/EBP et NF-kB, et des MAPK, dont p38 et JNK (Loiarro et al., 2010). L’IL-ip peut aussi 
induire l’expression de gènes tels que iNOS, des cytokines, des chimiokines, des molécules 
d’adhésion, des protéases et des métalloprotéases, ce qui mène à une inflammation locale 
ou systémique (Dinarello, 2005; Lissner et Siegmund, 2011 ).
Puisque l’IL-ip induit une réponse inflammatoire importante, sa maturation et sa sécrétion 
sont contrôlées par des complexes multiprotéiques appelés inflammasomes (Lissner et 
Siegmund, 2011). Les inflammasomes sont des complexes de haut poids moléculaire 
résidant dans le cytoplasme de plusieurs types cellulaires, dont les macrophages, les 
cellules dendritiques et les cellules épithéliales. Ils font partie intégrante du système 
immunitaire inné (Lissner et Siegmund, 2011), et sont essentiellement composés d’un 
NLR, d’une protéine adaptatrice (ASC) et d’une caspase inflammatoire (caspase-1) (Saleh 
et Trinchieri, 2011). Des études génétiques chez la souris ont notamment permis 
d’identifier quatre inflammasomes distincts en fonction du NLR qu’ils contiennent, soit 
Nlrplb, Nlrp3, Nlrc4 et AIM2 (Lamkanfï et Dixit, 2011). L’inflammasome le mieux 
caractérisé dans l'inflammation intestinale est le Nlrp3. Le contrôle de la production de 
FIL-1(3 par l’inflammasome Nlrp3 est dépendant de deux signaux. Le premier signal est 
extracellulaire : un PAMP ou FIL-1(3 elle-même induisent d’abord l’activation du facteur 
de transcription NF-kB qui induit la transcription et subséquemment la traduction de la
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forme inactive de l’IL-ip, soit la pro-IL-lp. Le second signal est intracellulaire : des 
PAMPs associés à des pathogènes internalisés par phagocytose ou encore des espèces 
réactives de l’oxygène (ROS) produites suite à l’exposition à un pathogène activent le 
récepteur intracellulaire Nlrp3 qui s’associe alors à la protéine adaptatrice ASC qui, à son 
tour, recrute la pro-caspase 1. Dans l’inflammasonne, la caspase 1 s’active par autoclivage. 
La caspase activée clive le pro-IL-ip en IL-ip pour sa maturation finale (Lissner et 
Siegmund, 2011).
L’IL-ip est une cytokine très importante dans la réponse inflammatoire et joue un rôle 
central dans les MIL En effet, les niveaux d’IL-lp sécrétée sont augmentés dans les Mil 
(Sartor, 2006), l’ajout d’IL-ip à une monocouche de CEI diminue la résistance 
transépithéliale en augmentant la perméabilité des jonctions serrées (Al-Sadi et Ma, 2007), 
l’inhibition de la production d’IL-ip dans les CEI et les leucocytes, par un inhibiteur de 
caspase, améliore les symptômes physiologiques d’une colite induite chez l’animal 
(Siegmund et a i, 2002; Loher et al., 2004) et des souris n’exprimant plus le récepteur de 
l’IL-1 sont moins sensibles à l’induction d’une colite chimique au dextran sodium sulfate 
(DSS) (Lebeis et al., 2009). Finalement, la dérégulation de la signalisation liée à Nlrp3, 
causée notamment par l’absence de l’un des composants de l’inflammasome, augmente la 
perméabilité de l’épithélium, dérégule la réponse inflammatoire et accroît la susceptibilité 
au DSS (Zaki et al., 2011). Toutes ces données indiquent un rôle important pour l’IL-lp 
dans les MIL L’utilisation de l’IL-P pour induire une réponse inflammatoire in vitro s’avère 
donc pertinente dans l’étude des mécanismes moléculaires associés à la réponse 
inflammatoire dans les CEI.
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Figure 3: La signalisation des TLRs et du récepteur de PIL-ip.La voie de signalisation 
déclenchée par l’IL-lp est commune à celle déclenchée par les TLRs (récepteurs de type 
toll) en réponse aux PAMPs (patrons moléculaires associés aux pathogènes). Brièvement, 
suivant le contact avec son ligand, le récepteur initie une cascade de signalisation en 
recrutant une protéine adaptatrice commune aux deux voies, soit MYD88. À son tour, 
MYD88 recrute la kinase IRAK4 qui phosphoryle les kinases IRAK1 et IRAK2. Ces 
kinases recrutent ensuite la protéine adaptatrice TRAF6 qui recrute à son tour la kinase 
TAK1, permettant ainsi l’activation d’autres kinases, dont les MAPK p38 et JNK, et de 
facteurs de transcription dont NF-kB, C/EBP et AP-1. Il en résulte une induction de la 
réponse inflammatoire, notamment via la production de cytokines pro-inflammatoires. 
(Adapté de Loiarro et al., 2010).
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2.3 Le stress du réticulum endoplasmique et l ’inflammation intestinale
Le réticulum endoplasmique (RE) est le lieu de maturation final des protéines de la voie 
sécrétrice. Elles y subissent des modifications post-traductionnelles, telles que la 
glycosylation, et y sont repliées et assemblées. Dans des conditions particulières, des 
protéines mal repliées ou non repliées peuvent s’accumuler dans le RE, engendrant un 
stress qui est à l’origine d’une réponse cellulaire programmé, l’UPR (Unfolded Protein 
Response) (Meir et al., 2010). Dans les cellules eucaryotes, il existe trois voies de l’UPR 
initiées par des protéines transmembranaires du RE, soit IRE1, ATF6 et PERK (Fig. 4). 
Dans des conditions homéostasiques, la chaperonne GRP78 est liée à ces trois protéines. 
Lors du stress du RE, GRP78 lie préférentiellement les protéines mal repliées et initie 
l’UPR en se dissociant d’IREl, d’ATFô et de PERK. L’activation de ces voies mène à une 
diminution de la traduction, au rétablissement du repliement fonctionnel des protéines et à 
l’induction de la dégradation des protéines mal repliées (Kaser et Blumberg, 2010). 
Ultimement, si le stress du RE ne peut être contrôlé, l’UPR induit la mort cellulaire 
programmée, par autophagie et/ou apoptose, par l’induction de gènes cibles, dont le facteur 
de transcription pro-apoptotique CHOP (McGuckin et al., 2010; Meir et al., 2010).
Dans l’épithélium intestinal, de nombreux facteurs environnementaux, dont la micro flore, 
des facteurs métaboliques, l’hypoxie ou encore l’inflammation, peuvent être à l’origine du 
stress du RE (Kaser et Blumberg, 2010). Les cellules sécrétrices sont particulièrement 
susceptibles au stress du RE puisqu’elles produisent une quantité importante de protéines 
dans le but de protéger l’hôte. L’analyse génétique de cas de Mil chez l’humain a 
récemment mis en évidence un lien important entre le stress du RE et l’inflammation 
intestinale, en identifiant certains gènes mutés impliqués dans l’UPR (McGuckin et al., 
2010). De plus, une étude a montré que la délétion épithélium-spécifique du gène XBP1, 
activé en aval d’IREl, induit le développement d’une entérite spontanée, augmente la 
sensibilité à l’induction d’une colite chimique par le DSS et rend l’épithélium hyperréactif 
aux produits bactériens et au TNFa (Kaser et al., 2008). En résumé, ces données montrent 
que le stress du RE est un facteur qui peut initier la réponse inflammatoire intestinale.
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Figure 4: La réponse au stress du réticulum endoplasmique. Dans des conditions 
cellulaires normales, la chaperonne GRP78 lie et inactive trois protéines transmembranaires 
du réticulum endoplasmique (RE), soit IRE1, ATF6 et PERK. Lorsque des protéines mal 
repliées ou non repliées s’accumulent dans le RE, un stress est engendré. Dans une telle 
situation, GRP78 lie préférentiellement ces protéines et initie l’UÎPR (Unfolded Protein 
Response) en se dissociant des trois protéines transmembranaires. Trois voies distinctes, 
impliquant différentes kinases, des facteurs de transcription variés ainsi que des 
événements d’épissage, sont alors activées. L’activation de ces voies a pour but ultime de 
rétablir l’homéostasie cellulaire ou d’induire une mort cellulaire programmée si l’équilibre 
n’est pas restauré. (Adapté de Fulda et al., 2010)
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3. Régulation de l’expression génique
Chez les eucaryotes, l’expression des gènes est contrôlée au niveau de six points de 
contrôles différents, soit la transcription, la maturation de l’ARN, le transport nucléaire et 
la localisation cellulaire, la traduction, la dégradation des ARNm et le contrôle de l’activité 
protéique (Alberts et al., 2004). Le contrôle de l’activité transcriptionnelle est une étape très 
importante dans le contrôle de l’expression génique. En effet, plus de 10 000 gènes 
encodent des protéines et chacun de ces gènes possède un programme de contrôle 
transcriptionnel qui lui est spécifique (Kadonaga, 2004). De plus, la transcription est 
régulée de deux façons, soit par des facteurs de transcription, soit par des modifications 
post-traductionnelles de ces facteurs de transcription et de la chromatine.
3.1 Les facteurs de transcription
En plus de l’ARN polymérase, différentes protéines régulatrices sont impliquées dans la 
régulation de l’expression des gènes, soit des facteurs de transcriptions, des coactivateurs et 
des corépresseurs. Les facteurs de transcription sont essentiels à cette fonction biologique et 
confèrent une certaine spécificité. Il existe plus de 2000 facteurs de transcription encodés 
par le génome humain et qui sont impliqués dans la régulation de différents processus 
cellulaires, dont la différenciation, la régulation du cycle cellulaire ou encore la réponse 
inflammatoire (Brivanlou et Damell, 2002). Les facteurs de transcription sont généralement 
composés de plusieurs domaines, dont un domaine de liaison à l’ADN, un domaine de 
dimérisation ou de multimérisation, un domaine de régulation et un ou plusieurs domaines 
d’activation ou de répression (Kadonaga, 2004). Plusieurs motifs sont propres aux 
domaines de liaison à l’ADN, comme le motif doigt de zinc, le leucine zipper et l’hélice- 
boucle-hélice. Chaque motif permet aux facteurs de transcription de lier des séquences 
spécifiques au niveau des promoteurs proximaux ou distaux des gènes (Kadonaga, 2004). 
Quant aux domaines d’activation ou de répression transcriptionnelle, ceux-ci permettent 
aux facteurs de transcription de recruter la machinerie transcriptionnelle ou encore des 
protéines de corégulation, soit des coactivateurs ou des corépresseurs afin de réguler de
16
positivement ou négativement l’expression des gènes (Brivanlou et Damell, 2002). 
Finalement, certains facteurs de transcription sont constitutivement actifs alors que d’autres 
dépendent de signaux extracellulaires afin d’être activés (Brivanlou et Damell, 2002). Dans 
la réponse inflammatoire par exemple, l’activation des facteurs de transcription C/EBPs et 
NF-kB dépend de signaux extracellulaires, tels que l’IL-ip ou les PAMPs (Loiarro et al., 
2010).
3.2 Les modifications post-traductionnelles des facteurs de transcription et de la 
chromatine
Pendant ou après leur synthèse, les protéines peuvent subir différentes modifications 
covalentes appelées modifications post-traductionnelles. Il en existe plusieurs, dont la 
phosphorylation, l’acétylation, la méthylation, l’ubiquitinylation, la sumoylation, la 
glycosylation, la biotinylation, la poly-ADP-ribosylation, la carbonylation (Keppler et 
Archer, 2008). Les facteurs de transcription peuvent subir plusieurs modifications post- 
traductionnelles, ce qui peut, entre autres, modifier leur activité et/ou leur localisation 
cellulaire, ou encore constituer un signal en vue de leur dégradation (Kadonaga, 2004).
La chromatine est formée par l’enroulement de la double hélice d’ADN autour de 
nucléosomes, composés de quatre histones canoniques présentes chacune en deux copies, 
soit les histones H2A H2B, H3 et H4 (Komberg et Thomas, 1974; Luger et a i, 1997). Par 
son haut niveau de compaction, la chromatine cause la répression de processus cellulaires, 
dont la transcription, en limitant l’accès de la machinerie transcriptionnelle et des protéines 
régulatrices à l’ADN (Workman et Kingston, 1998). Afin de permettre aux différents 
processus cellulaires d’avoir lieu, la structure de la chromatine doit être modulée de façon 
réversible afin de rendre l’ADN accessible (Strahl et Allis, 2000). Pour ce faire, les histones 
peuvent être évincées ou déplacées sur la chromatine par des complexes de remodelage 
ATP-dépendants, les histones canoniques peuvent être remplacées par des variants 
d’histones, tels que H2A.Z ou H3.3, ou encore elles peuvent subir des modifications post- 
traductionnelles (Guillemette et Gaudreau, 2006). L’acétylation, la mono-, di- ou tri- 
méthylation et la phosphorylation sont les modifications post-traductionnelles les plus
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abondantes des histones et peuvent toutes trois réguler autant positivement que 
négativement la structure de la chromatine, à l’exception de l’acétylation qui favorise 
généralement une structure de la chromatine permissive pour la transcription (Strahl et 
Allis, 2000; Keppler et Archer, 2008).
3.3 Vacétylation et la désacétylation
L’acétylation est une modification post-transcriptionnelle réversible qui se produit au 
niveau de résidus lysines des queues N-terminales des histones ou au niveau des chaînes 
latérales de protéines. Les histones acétyltransférases (HAT) catalysent l’ajout d’un 
groupement acétyle, issu d’une molécule d’acétylcoenzyme A, sur des résidus lysines des 
queues N-terminales des histones (Keppler et Archer, 2008). Le groupement acétyle 
masque alors une charge positive sur ces résidus, ce qui restreint l’interaction entre les 
queues des histones et l’ADN chargé négativement (Fig. 5) (Mottet et Castronovo, 2008). 
La chromatine adopte ainsi une structure lâche, peu condensée, rendant l’ADN accessible 
aux facteurs de transcription et à la machinerie transcriptionnelle (Shahbazian et Grunstein,
2007). Les HAT peuvent également acétyler des protéines non histones au niveau de leurs 
chaînes latérales et ainsi moduler leur activité enzymatique (Keppler et Archer, 2008). Une 
récente étude de l’acétylome a permis d’identifier 3600 sites d’acétylation sur 1750 
protéines dont des facteurs de transcription, des protéines de régulation du cycle cellulaire, 
des protéines de régulation du transport nucléaire et bien d’autres (Choudhary et al., 2009). 
À l’opposé des HAT, les histones désacétylases (HDAC) catalysent le retrait d’un 
groupement acétyle sur les résidus lysines, ce qui entraîne l’apparition d’une charge 
positive (Fig. 5) . Sur les queues des histones, l’apparition d’une charge positive favorise 
l’interaction entre l’ADN chargé négativement et l’histone, permettant ainsi la 
condensation de la chromatine et la répression transcriptionnelle (Mottet et Castronovo,
2008).
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Figure 5: Mécanisme d ’açétylation et de désacétylation des histones. Les histones 
acétyltransférases (HAT) catalysent l’ajout d’un groupement acétyle, issu d’une molécule 
d’acétyl-coenzyme A, sur des résidus lysines retrouvés sur les queues N-terminales des 
histones. L’ajout des groupements acétyles masquent les charges positives des résidus 
lysines et restreint l’interaction entre F ADN et les histones, favorisant une structure de 
chromatine non condensée, dite ouverte. À l’opposé, les histones désacétylases (HDAC) 
catalysent le retrait d’un groupement acétyle des résidus lysines, ce qui entraîne l’apparition 
d’une charge positive favorisant ainsi une interaction entre les queues d’histones et l’ADN 
chargé négativement. La chromatine adopte alors une structure condensée, dite aussi 
fermée. Il est à noter qu’en plus des histones, de nombreuses autres protéines, incluant des 
facteurs de transcription, peuvent être acétylées et désacétylées. (Tiré de Mottet et 
Castronovo, 2008).
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4. Les histones désacétylases
4.1 La superfamille des histones désacétylases
À ce jour, il existe 18 HDACs regroupés en quatre classes (Fig. 6), selon une analyse 
phylogénétique, leur homologie de séquence avec les HDACs de levures et leur localisation 
cellulaire (Gregoretti et al., 2004; Khochbin et al., 2001). Les HDACs classiques des 
classes I, lia, Hb et IV ont une activité catalytique dépendante d’un ion de zinc alors que les 
HDACs de classe III, soit les sirtuines, ont une activité catalytique dépendante du NAD+ 
(de Ruijter et al., 2003). Bien que le rôle principal des HDACs soit de moduler 
négativement la structure de la chromatine, elles désacétylent également de nombreuses 
protéines non-histones. Une analyse phylogénétique suggère que, d’un point de vue 
évolutif, l’apparition des HDACs aurait précédé celle des histones, ce qui démontre 
l’importance de leur rôle dans la régulation de l’activité enzymatique des protéines non- 
histones (Gregoretti et al., 2004).
Les HDACs de classe I (HDAC1, 2, 3 et 8) ont une homologie avec la protéine RPD3 de 
Saccharomyces cerevisiae (Taunton et al., 1996; Yang et Seto, 2008).Elles ont une 
expression ubiquitaire et sont principalement localisées dans le noyau, dû à la présence 
d’une séquence de localisation nucléaire (NLS) et à l’absence d’une séquence d’exportation 
nucléaire (NES) (Haberland et al., 2009; Yang et Seto, 2008). HDAC3 fait toutefois 
exception puisqu’elle possède une NES lui permettant d’être exportée au cytoplasme (Yang 
et al, 2002). HDAC1 et HDAC2 résultent de la duplication d’un gène ancien et partagent 
une homologie de séquence de 85% (Gregoretti et al., 2004; Montgomery et al., 2007).
La classe II se divise en 2 sous-classes, soit les classes lia (HDAC4, 5, 7 et 9) et Hb 
(HDAC6 et 10), en fonction de l’organisation structurale de leurs domaines (Martin et al.,
2007). Ces HDACs sont homologues à la protéine Hdal de la levure et sont localisées dans 
le noyau et dans le cytoplasme (Yang et Seto, 2008). Contrairement aux HDACs de classe 
I, leur expression est restreinte à certains tissus (Haberland et al., 2009). En effet, HDAC4 
est exprimée dans le cerveau et le cartilage épiphysaire des os (Vega et al., 2004), HDAC5
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et 9 sont exprimées dans le tissu cardiaque et musculaire ainsi que dans le cerveau (Chang 
et a i,2009) et HDAC7 est exprimée dans les cellules endothéliales et les thymocytes 
(Chang et al., 2006). Les HDACs de la classe lia sont dépourvues d’une activité 
désacétylase, possiblement due à la substitution d’un résidu tyrosine par un résidu histidine 
dans le domaine catalytique (Bottomley et al., 2008). Leur activité désacétylase leur serait 
conférée via une interaction avec HDAC3 (Fischle et a i, 2002).
La dernière classe des HDACs classiques, soit la classe IV, est représentée par une seule 
histone désacétylase, HDAC11. Bien qu’elle présente des caractéristiques communes avec 
avec les HDACs de classe I et II, HDAC11 fait classe à part due à sa structure, uniquement 
constitué d’un domaine catalyique, et à ses origines phylogénétiques. HDAC11 est 
uniquement constitué d’un domaine catalyique et possède une plus grande homologie de 
séquence avec l’histone désacétylase procaryote AcuC plutôt qu’avec les histones 
désacétylases eucaryotes homolgues aux HDACs de classe I et II, tel RPD3. (Gao et a i, 
2002; Gregoretti et a i, 2004). HDAC11 est exprimée dans le cerveau, le cœur, les muscles, 
les reins et les testicules et sa localisation est nucléaire (Gao et al., 2002).
Les homologues de la protéine Sir2 de Saccharomyces cerevisiae, les sirtuines SIRT1 à 7, 
sont NAD+-dépendantes et constituent la classe III des HDACs. Les sirtuines sont 
localisées dans le noyau, le cytoplasme et les mitochondries et sont exprimées de façon 
ubiquitaire (Haigis et Guarente, 2006).
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Figure 6: Structure des histones désacétylases. Représentation schématique des histones 
désacétylases. (HDACs) en fonction de leur classe respective. Les 11 HDACs classiques, 
dont l’activité catalytique est dépendante du Zn2+, sont groupées dans la classe I (HDAC1, 
2, 3 et 8), la classe Ha (HDAC4, 5, 7 et 9), la classe Hb (HDAC6 et 10) et la classe IV 
(HDACII). Les 7 HDACs dont l’activité catalytique est NAD+-dépendante, soit les 
sirtuines, constituent la classe III et sont représentées schématiquement par SIRT1. Les 
rectangles bruns représentent les domaines catalytiques et les rectangles noirs, les 
séquences de localisation nucléaire (NLS). La taille en acides aminés (aa) de chaque HDAC 
est indiquée à leur droite. La spécificité de quelques inhibiteurs de HDACs (HDACi) est 
illustrée à la droite du schéma. (Adaptée de Federico et Bagella, 2010 et de Bolden et al.,
2006).
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4.2 Les HDACs et l'épithélium intestinal
Bien que l’expression des HDACs de classe I soit ubiquitaire, leur expression a été 
analysée sommairement dans l’intestin. Il a ainsi été montré que HDAC1, 2, 3 et 8 sont 
exprimées dans l’épithélium de l’intestin grêle et du côlon, et que leurs niveaux seraient 
plus élevés dans le compartiment prolifératif de l’axe crypte-villosité. Leur expression au 
niveau du compartiment prolifératif est cohérente avec les rôles qui leurs sont attribuables, 
dont le maintien de la prolifération et de la survie cellulaire et l’inhibition de la 
différenciation (Mariadason, 2008). De plus, notre laboratoire a montré que HDAC1, 2 et 4 
sont exprimées dans la lignée cellulaire épithéliale dérivée de cryptes intestinales de rat 
IEC-6 (Turgeon et al., 2008).
5. L’inhibition des histones désacétylases
5.1 Les inhibiteurs d ’histones désacétylases
Il existe cinq classe de HDACi : les acides gras à chaîne courte, dont le sodium butyrate 
(NaBu) et l’acide valproïque (VPA), les acides hydroxamiques, dont le trichostatin A 
(TSA) et l’acide suberoylanilide hydroxamique (SAHA), les benzamides, tels que le MS- 
275, les peptides cycliques, tels que le depsipeptide, et les cétones électrophiliques, comme 
le trifluorométhyle cétone (Rasheed et al., 2007). Ces composés inhibent l’activité des 
HDACs classiques en s’insérant dans leur poche catalytique et en chélatant l’ion de zinc 
qui s’y trouve, compétitionnant ainsi avec les substrats. L’inhibition des HDACs résulte en 
une augmentation globale de l’acétylation des histones, ce qui modifie la structure de la 
chromatine, et en l’augmentation de l’acétylation des protéines non-histones (Xu et al.,
2007). Ces propriétés anti-prolifératives sont exploités dans le traitement du cancer 
puisqu’ils peuvent notamment induire un arrête de croissance, la sénescence, l’apoptose et 
l’autophagie dans différents types cellulaires, dont les cellules cancéreuses colorectales (Xu 
et al., 2007).
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En plus de leurs propriétés anti-tumorales, un potentiel anti-inflammatoire a été attribué aux 
HDACi au début des années 2000, due à leur capacité à inhiber la production de cytokines 
pro-inflammatoires in vitro et in vivo (Leoni et al., 2002). Depuis, de nombreuses études 
ont montré les rôles anti-inflammatoires des HDACi dans différentes pathologies, 
notamment dans les MIL En effet, il a été montré dans deux modèles murins de colite 
chimique induite au DSS ou à l’acide trinitrobenzène sulfonique (TNBS), que 
l’administration de HDACi a un effet protecteur et contribue à l’amélioration des 
symptômes associés à l’inflammation intestinale chez les souris traitées (Glauben et al., 
2006). L’effet anti-inflammatoire observé dans ces deux modèles est entre autres 
caractérisé par une augmentation dose-dépendante de l’acétylation de l’histone H3 qui 
résulte en une augmentation de l’apoptose des lymphocytes et en une diminution de la 
production de cytokines pro-inflammatoires, dont PIL-6 et l’IFN-y (Glauben et al., 2006).
Différentes études in vitro ont montré que l’effet anti-inflammatoire des HDACi est 
indépendant de la classe d’inhibiteur utilisée et que les HDACi ont un effet différentiel sur 
la régulation de l’expression de divers gènes de réponse inflammatoire (Glauben et al., 
2009; Biais et al., 2007). D’abord, l’administration de HDACi de trois classes différentes 
entraîne la diminution dose-dépendante de la production de la cytokine pro-inflammatoire 
IFN-y par des cellules mononucléaires stimulées, isolées de la lamina propria de côlons de 
souris (Glauben et al., 2009) Ces résultats montrent bien que l’effet anti-inflammatoire est 
indépendant de la classe de HDACi utilisée. De plus, une étude publiée par notre 
laboratoire a montré que le butyrate de sodium (NaBu), lors d’une réponse inflammatoire 
induite par l’IL-lp, module différentiellement l’expression de gènes de réponse 
inflammatoire dans la lignée de cellules épithéliales dérivée de cryptes intestinales 
humaines HIEC (Biais et al., 2007). En effet, l’expression de 53% des gènes induits par 
l’IL-ip est diminuée par le NaBu, 20% est augmentée et 27% demeure inchangée (Biais et 
al., 2007).
Toutefois, les HDACi, sans être totalement sélectifs, montrent une certaine spécificité 
d’action (Fig. 6). Par exemple, le TSA inhibe toutes les HDACs classiques alors que 
d’autres, comme le NaBu, un métabolite produit par la microflore intestinale, inhibent les
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HDACs de classe I et II uniquement (Bolden et al., 2006). Certains inhibiteurs sont plus 
spécifiques, comme le MS-275 qui, malgré sa capacité à inhiber les HDACI, 2 et 3, montre 
une spécificité significative pour HDACI due à sa concentration inhibitrice à 50% (IC5 0 ) 
(Xu et al., 2007). De plus, il a récemment été montré que certains HDACi peuvent montrer 
une spécificité pour des complexes corépresseurs contenant des HDACs, soit CoREST, 
NuRD, Sin3 et NCoR. Par exemple, le VPA inhibe préférentiellement le complexe Sin3 
alors que les benzamides inhibent plus efficacement l’activité désacétylase associée au 
complexe NCoR (Bantscheff et al., 2011). Finalement, puisque les HDACi disponibles à ce 
jour inhibent plusieurs HDACs à la fois, il est difficile de connaître les rôles spécifiques de 
chacun, d’où l’intérêt croissant pour l’étude des HDACs individuelles.
5.2 La spécificité des histones désacétylases
Plusieurs études montrent des rôles spécifiques pour les HDACs dans divers processus 
cellulaires et réponses physiologiques, dont la réponse inflammatoire (Shakespear et al.. 
2011). Par exemple, une étude a mis en évidence l’importance de HDAC9 dans la réponse 
inflammatoire intestinale grâce au développement d’un modèle murin HDAC9'. Ce modèle 
a permis de montrer que HDAC9 contrôle négativement le développement des cellules T 
régulatrices (Treg) puisque l’inhibition de son expression entraîne une augmentation 
importante des populations de ce type cellulaire. De plus, lors de l’induction d’une colite 
chimique par le DSS, les souris HDAC9 / ne développent pas aussi sévèrement la maladie, 
grâce au nombre élevé de cellules Treg (Tao et al., 2007). Malheureusement, les rôles 
spécifiques des autres HDACs dans les Mil et dans la régulation des CEI qui ont un rôle 
central dans la réponse immunitaire intestinale, restent à démontrer. La caractérisation des 
rôles distincts de chacun des HDACs est donc nécessaire si on veut comprendre l’effet des 
HDACi, et si on veut développer des HDACi plus spécifiques.
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6. L’histone désacétylase 1 (HDACI)
6.1 Rôles spécifiques de HDACI
Les connaissances quant aux rôles des HDACs ont longtemps été obtenues par l’utilisation 
des HDACi qui inhibent l’activité désacétylase de façon non spécifique. Par conséquent, 
afin d’étudier les rôles spécifiques des HDACs, des modèles de délétion génique chez la 
souris ou d’inhibition spécifique de l’expression de gènes par des approches utilisant des 
siARN ou des shARN ont été utilisés (Jurkin et al., 2011). Étonnamment, une étude du 
profil génique de cellules embryonnaires souches murines déficientes en HDACI a permis 
de montrer que seulement 7% des gènes du génome, soit 633 gènes, sont dérégulés en 
l’absence de HDACI (Zupkovitz et al., 2006). L’expression de 4% des gènes est 
augmentée alors que l’expression de 3% d’entre eux est diminuée. Cette étude a permis de 
mettre en évidence quelques mécanismes de régulation génique impliquant HDACI 
(Zupkovitz et al., 2006). D’abord, dans le cas des gènes dont l’expression est augmentée en 
absence de HDACI, tel que p21, Gata4 et Pten, ce dernier agirait en tant que régulateur 
négatif pour la majorité d’entre eux en diminuant l’acétylation au niveau de régions 
régulatrices des promoteurs sur lesquels il est recruté. À l’inverse, dans le cas des gènes 
dont l’expression est diminuée en l’absence de HDACI, dont Bcl2 et p57, il est possible 
que HDACI agisse plutôt en tant que régulateur positif de leur expression (Zupkovitz et a i, 
2006). Ainsi, dans certains cas, HDACI pourrait causer une diminution du recrutement 
et/ou de l’activité transcriptionnelle de certains corépresseurs, ou encore, le recrutement de 
HDACI pourrait favoriser la transcription par sa présence au niveau de promoteurs 
spécifiques. Or, un dernier mécanisme impliquant HDAC2, l’homologue de HDACI, 
propose plutôt que, suivant la perte de HDACI, HDAC2 pourrait remplacer HDACI au 
niveau du promoteur de différents gènes. Ce dernier mécanisme suggère donc que HDAC1 
et HDAC2 possède des fonctions redondantes et compensatoires (Zupkovitz et al., 2006). 
Depuis, plusieurs études ont rapporté des rôles redondants pour HDACI et HDAC2 dans 
différents processus cellulaires, principalement dans la prolifération, la différenciation ainsi 
que la survie cellulaire (Jurkin et a i, 2011).
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Quoi qu’il en soit, HDACI et HDAC2 possèdent tout de même des fonctions spécifiques. 
L’un des rôles propre à HDACI consiste en la régulation de la prolifération cellulaire 
(Lagger et a l, 2002). Ce rôle crucial a été attribué à HDACI après que l’équipe de Lagger 
et al.ait tenté en vain de générer des souris homozygotes déficientes pour HDACI. Les 
embryons de ces souris mouraient au jour 10.5 embryonnaire (E10.5) et présentaient à la 
fois un important retard de développement et un défaut sévère de prolifération (Lagger et 
al., 2002). La diminution de prolifération a été expliquée par l’augmentation de 
l’expression des inhibiteurs des kinases dépendantes des cyclines impliquées dans le 
contrôle du cycle cellulaire, soit p21 et p27, en corrélation avec une hyperacétylation de 
Fhistone H3 de leurs promoteurs (Lagger et al., 2002). Une seconde étude a montré que 
l’inhibition combinée de HDACI et de p21 dans les cellules embryonnaires souches 
permettait de restaurer la prolifération (Zupkovitz et al., 2010). Ainsi, grâce à sa capacité à 
inhiber l’expression de gènes antiprolifératifs, principalement p21, HDACI est un 
régulateur positif de la prolifération. Contrairement à HDACI, les souris déficientes pour 
HDAC2 ne meurent pas pendant le stade embryonnaire mais plutôt au cours des 24 
premières heures suivant leur naissance en raison de malformations cardiaques sévères, 
dont une destruction du ventricule droit, due à une augmentation de la prolifération et de 
l’apoptose des cardiomyocytes, et de bradycardie (Montgomery et al., 2007). Bref, ces 
études montrent que HDACI et HDAC2 possèdent bel et bien des fonctions qui leurs sont 
propres et qu’ils peuvent avoir des effets généraux ou tissus-spécifiques.
Quelques rôles clés pour HDACI ont également été montrés dans la réponse immunitaire. 
Lors d’une réponse immunitaire innée, HDACI régule négativement la réponse aux TLRs 
dans les macrophages, entre autres en désacétylant l’histone H4 aux promoteurs des gènes 
de réponse inflammatoire (Lu et a l, 2005). HDACI peut également réprimer l’activité 
transcriptionnelle de facteurs de transcription impliqués dans la régulation de l’expression 
de gènes de réponse inflammatoire. L’activité transcriptionnelle de NF-kB, par exemple, 
peut être régulée par une interaction protéique directe avec HDACI (Ashburner et a l,
2001). Dans la réponse immunitaire adaptative, HDACI régule négativement la 
présentation des antigènes peptidiques aux lymphocytes T par les monocytes, les 
macrophages, les cellules dendritiques et les lymphocytes B, en contrôlant l’expression du
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complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) de type II. En effet, HDACI interagit avec le 
facteur de transcription CIITA, ce qui inhibe la formation de l’enhanceosome responsable 
de la transcription des gènes encodant ce complexe (Zika et al., 2003). Finalement, HDACI 
contrôle négativement la production de cytokines par une boucle de rétroinhibition, c’est-à- 
dire en régulant sa propre expression (Shakespear et al., 2011). Quant au rôle de HDACI 
dans la réponse inflammatoire intestinale, peu d’études ont été réalisées à ce jour. L’une des 
études que nous avons publié montre que HDACI contribue à la régulation de la réponse 
inflammatoire dans les CEI en contrôlant négativement l’activité transcriptionnelle du 
facteur de transcription C/EBPÔ, grâce à une interaction directe avec les domaines C- et N- 
terminaux de ce dernier (Turgeon et al., 2008).
6.2 Les complexes corépresseurs de HDACI
Les HDACs ne possèdent pas de domaine de liaison à l’ADN. Par conséquent, afin 
d’exercer leurs fonctions, ils doivent être recrutés par des facteurs de transcription ou par 
des complexes multiprotéiques (Jurkin et al., 2011). HDACI et HDAC2, en plus de 
posséder une importante homologie de séquence, forment des homo- ou des hétéro-dimères 
et s’associent avec trois différents complexes protéiques corépresseurs, c’est-à-dire Sin3, 
NuRD et CoREST (Fig. 7) (Haberland et al., 2009). HDACI peut également s’associer 
transitoirement avec le complexe PRC2.
Afin d’augmenter leur efficacité de répression transcriptionnelle, les complexes 
corépresseurs ont intégré des protéines variées autant chez la levure que chez l'humain 
(Fig. 7) (Yang et Seto, 2008). Évidemment, HDACI et HDAC2 confèrent aux complexes 
corépresseurs une activité désacétylase. Les sous-unités supplémentaires du complexe 
Sin3 sont RbAp46, RbAp48, Sin3A ou Sin3B, SAP18, SAP30 et ING2. Le complexe 
NuRD est constitué des protéines RbAp46, RbAp48, LSD1, Mi-2a ou Mi-2p, MBD2 ou 
MBD3, MTA1, MTA2 ou MTA3 et p66a ou p66p, et le complexe CoREST de p80, Sox- 
like protein, ZNF217, CoREST et LSD1 (Hayakawa et Nakayama, 2011). Le complexe 
PRC2 contient quant à lui quatre sous-unités de base, soit EZH2, SUZ12, EED et RbAP46,
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et différentes protéines qui, comme HDACI, peuvent s’y associer transitoirement 
(Margueron et Reinberg, 2011). Certaines protéines des complexes corépresseurs ont des 
activités enzymatiques qui contribuent à la répression transcriptionnelle de concert avec 
HDACI et HDAC2. Par exemple. Mi-2a et Mi-20 sont des hélicases permettant le 
remodelage de la chromatine (Cunliffe, 2008). LSD1 est une déméthylase spécifique à la 
lysine 4 de l’histone H3, qui agit en synergie avec HDACI (Lee et ai, 2006). EZH2 est une 
histone méthyltranférase spécifique à la lysine 27 de l’histone H3 (Margueron et Reinberg, 
2011). Grâce à des domaines spécialisés, d’autres protéines sont responsables des 
interactions protéines-protéines, comme Sin3a et Sin3b, ou encore du recrutement des 
complexes à l’ADN, dont RbAP46 et 48, CoREST, MBD3 et ING2 (Yang et Seto, 2008).
Finalement, la composition des complexes corépresseurs peut varier selon le type ou l’état 
cellulaire (Hayakawa et Nakayama, 2011). Par exemple, deux complexes Sin3 distincts 
peuvent être formés, selon qu’ils contiennent les isoformes mSin3a ou mSin3b. Le 
complexe contenant mSin3a est impliqué dans le développement embryonnaire murin 
précoce alors que le complexe contenant mSin3b est impliqué dans les dernières étapes de 
la gestation (Hayakawa et Nakayama, 2011). Les protéines MBD2 et MBD3 sont 
également présentes dans deux complexes NuRD distincts et influencent leur recrutement à 
l’ADN. Le complexe MBD2/NuRD est recruté à l’ADN au niveau d’îlots CpG méthylés 
sur les promoteurs alors que le complexe MBD3/NURD est recruté sur des promoteurs 
dépendant du facteur de transcription AP-1, grâce à l’interaction entre MBD3 et c-Jun non 
phosphorylé (Hayakawa et Nakayama, 2011; Aguilera et al., 2011). Ces deux exemples 
illustrent bien la versatilité des complexes corépresseurs.
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Figure 7: Composition des corépresseurs contenant HDACI et HDAC2. Représentation 
schématique de trois complexes corépresseurs principaux contenant HDACI et HDAC2 
sous forme d’homo- ou d’hétérodimères. Il est à noter que la composition protéique de ces 
complexes peut varier.
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7. Les facteurs de transcription et kinases impliqués dans la réponse inflammatoire 
intestinale
7.1 La famille des facteurs de transcription C/EBP
Les C/EBPs constituent une famille de facteurs de transcription comprenant six membres 
encodés par des gènes distincts, soit C/EBPa, C/EBP0, C/EBPy, C/EBPô, C/EBPe et 
C/EBPÇ, aussi connu sous le nom de CHOP (Ramji et Foka, 2002). Certains des membres 
de cette famille peuvent donner naissance à des isoformes différents par l’utilisation de 
codons d’initiation de la traduction distincts, de promoteurs alternatifs ou grâce à l’épissage 
alternatif. Par exemple, C/EBP0 utilise trois codons d’initiation de la traduction différents, 
générant ainsi trois isoformes de poids moléculaires distincts, soit LAP* de 38 kD a, LAP 
de 35 kDa et LIP, un dominant négatif de 20 kDa (Nerlov, 2010).
Les C/EBPs sont constitués de trois domaines principaux. La région C-terminale des 
C/EBPs, hautement conservée entre chaque isoforme, comprend d’une part un domaine de 
dimérisation de type leucine zipper, pour l’homo- ou l’hétéro-dimérisation des isoformes. 
La dimérisation des C/EBPs favorise leur stabilité en réduisant leur dégradation par le 
protéasome et stabilise également la liaison à l’ADN (Hattori et al., 2003; Horiuchi et al. 
1997). D’autre part, la région C-terminale contient un domaine basique permettant 
l’interaction avec l’ADN au niveau d’une séquence consensus CCAAT (Ramji et Foka,
2002). La région N-terminale, qui est très variée entre les différents C/EBPs, est formée de 
différents domaines de transactivation ou de répression transcriptionnelle, ce qui permet le 
recrutement de coactivateurs, tels que l’acétyltransférase p300, ou de corépresseurs, tels 
que HDACI. Cette région comprend aussi des domaines de régulation allostérique, qui sont 
modifiés par différents événements de signalisation, permettant ainsi une activation ou une 
répression signal-spécifique des différents isoformes des C/EBPs (Nerlov, 2008).
Les C/EBPs sont exprimés dans différents types cellulaires dont les hépatocytes, les 
kératinocytes, les adipocytes, les cellules myéloïdes, les pneumocytes ainsi que les cellules
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épithéliales mammaires et intestinales. Us sont impliqués dans plusieurs processus 
cellulaires dont la différenciation, la prolifération, le contrôle métabolique, la réponse 
immunitaire et la réponse inflammatoire. Les principaux isoformes impliqués dans la 
réponse inflammatoire sont C/EBPP et C/EBPÔ (Ramji et Foka, 2002). Précédemment, 
nous avons montré que l’expression de ces isoformes dans les CEI peut être induite par 
différents agents inflammatoires tels que les glucocorticoïdes, l’AMPc, le TGFp et l’IL-ip 
(Boudreau et al., 1998; Pelletier et al., 1998; Yu et al., 1999; Désilets et al., 2000; Turgeon 
et al., 2008). De plus, ces facteurs de transcription contribuent indépendamment à 
l’induction de la phase inflammatoire aiguë en contrôlant l’expression des gènes de réponse 
inflammatoire, tels que l’haptoglobine (Gheorghiu et al., 2001).
Enfin, l’activité transcriptionnelle des C/EBPs peut être modifiée par différents 
mécanismes, dont la localisation cellulaire, les modifications post-traductionnelles et 
l’interaction avec différentes protéines. D’abord, la phosphorylation, l’acétylation, 
l’ubiquitinylation et la sumoylation sont des modifications post-traductionnelles qui 
modulent autant négativement que positivement l’activité transcriptionnelle des C/EBP 
ainsi que leur interaction avec d’autres protéines (Nerlov, 2008). Par exemple, dans les 
CEI, la MAPK p38 peut phosphoryler l’isoforme C/EBPÔ et potentialiser son activité 
transcriptionnelle en réponse à l’IL-lp (Svotelis et al., 2005). Enfin, il a également été 
montré que C/EBPô peut interagir avec l’acétyltransférase p300, ce qui favorise sa capacité 
de transactivation. À l’inverse, C/EBPÔ peut interagir avec un complexe compresseur 
constitué de HDACI et du corépresseur mSin3a, ce qui diminue son activité 
transcriptionnelle (Turgeon et al., 2008).
7.2 Les facteurs de transcription NF-kB
Les facteurs de transcription de la famille NF-kB sont exprimés de façon ubiquitaire dans la 
plupart des types cellulaires, incluant les CEI. À ce jour, cinq membres sont connus, soit 
p65 (RelA), RelB, c-ReL p50 (NF-kB 1) et p52 (NF-kB2). Ces sous-unités forment des 
homo- ou hétéro-dimères obligatoires, le dimère p65-p50 étant le plus répandu dans des
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conditions cellulaires normales (Calao et al., 2008). Leur structure est hautement 
conservée. Les cinq sous-unités possèdent, en N-terminaL, un domaine d’homotogie de type 
Rel qui contient différents motifs conservés, soit un domaine de dimérisation, un domaine 
de liaison à F ADN, au niveau d’une séquence consensus appelée kB, et une séquence de 
localisation nucléaire. Toutefois, seules les sous-unités p65, RelB et c-Rel possèdent, en C- 
terminal, un domaine de transactivation qui permet le recrutement de coactivateurs ou de 
corépresseurs afin de réguler positivement ou négativement l’expression génique. Par 
conséquent, les sous-unités p50 et p52 sont transcriptionnellement inactives (Hayden et 
Ghosh, 2008).
Il existe trois différentes voies de signalisation de NF-kB, soit la voie classique, la voie 
alternative et la voie atypique (Calao et al., 2008). Dans la voie classique, le dimère 
constitué des sous-unités p65 et p50 est séquestré au cytoplasme par l’inhibiteur bcBa qui 
masque la séquence de localisation nucléaire de p65. En réponse à différents stimuli pro­
inflammatoires, un complexe IkB kinase (IKK), constitué de deux kinases, IKKa et IKK(3, 
et d’une protéine d’échafaudage, NF-kB essential modulator (NEMO), est recruté et activé. 
Il induit la phosphorylation d’iKBa, ce qui permet le recrutement d’une ubiquitine ligase 
qui effectue la polyubiquitinylation d’iKfia en vue de sa dégradation par le protéasome 28S. 
À ce moment, la séquence de localisation nucléaire de la sous-unité p65 devient accessible, 
ce qui permet l’importation du dimère au noyau. Celui-ci active alors la transcription de 
différents gènes cible, notamment des gènes encodant pour des cytokines et des 
chimiokines pro-inflammatoires, des facteurs anti-apoptotiques ainsi que l’inhibiteur IkBcx. 
Lorsque réexprimé, ficBa peut transloquer dans le noyau, lier de nouveau p65 et entraîner 
son relâchement dans le cytoplasme, inhibant ainsi la signalisation de NF-kB (Furumai et 
al., 2011; Calao et al., 2008).
Dans l’épithélium intestinal, NF-kB est très important pour le maintien de l’homéostasie et 
de la réponse inflammatoire. NF-kB est entre autres activé en réponse aux PAMPs, les 
ligands des TLRs ou des NLRs, et en réponse à des cytokines pro-inflammatoires, telles 
que l’IL-ip, ce qui entraîne l’expression de nombreux gènes de réponse inflammatoire, 
dont des cytokines et chimiokines (Fig. 3) (Wullaert et al., 2011). L’inactivation de la voie
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de NF- kB spécifiquement dans l’épithélium intestinal a démontré un rôle important de NF- 
kB dans l’homéostasie des CEI. Par exemple, la délétion spécifique dans les CEI des 
protéines du complexe IKK, soit IKKa, IKKfî ou NEMO, entraîne notamment l’apoptose 
spontanée des cellules ainsi qu’une réponse inflammatoire massive (Nenci et al., 2007). De 
plus, NF-kB p65 est suractivé dans l’intestin enflammé de patients atteints de Mil 
(Scheirber et al., 1998). Dans des modèles murins de colite chimique induite, l’inhibition 
de sa signalisation résulte en une diminution de la sévérité de l’inflammation, démontrant 
donc son importance dans la réponse inflammatoire intestinale (Wullaert et a i, 2011).
Au cours de la dernière décennie, il a été montré que la signalisation de NF-kB pouvait être 
régulée par l’acétylation. La sous-unité p65 peut être acétylée par l’histone 
acétyltransférase p300, ce qui augmente sa capacité de liaison à l’ADN et son activité 
transcriptionnelle. Cette acétylation peut aussi diminuer sa capacité d’interaction protéique 
avec l’inhibiteur IkBcu prolongeant ainsi l’activité transcriptionnelle de NF-kB. À l’inverse, 
la désacétylation de NF-kB, principalement médiée par HDAC3, défavorise son activité 
transcriptionnelle ainsi que sa capacité de liaison à l’ADN (Calao et al., 2008). De plus, 
l’activité transcriptionnelle de la sous-unité p65 peut être modulée négativement par une 
interaction directe avec HDACI et HDAC2 (Ashburner et al., 2001). Outre l’acétylation, la 
phosphorylation, la méthylation et l’ubiquitination sont d’autres modifications post- 
traductionnelles que peuvent subir les différentes sous-unités de NF- kB et qui peuvent 
moduler différentiellement leur activité transcriptionnelle (Huang et al., 2010).
7.3 Les MAP kinases
Les mitogen-activated protein kinases (MAPKs) sont des protéines impliquées dans la 
phosphorylation de différentes protéines, incluant des facteurs de transcription, au niveau 
de résidus sérine et thréonine. Chez les mammifères, il existe trois sous-groupes de 
MAPKs, soit p38, JNK et ERK. En réponse à des stimuli extracellulaires, ces kinases sont 
impliquées dans des cascades de signalisation qui permettent de réguler différentes 
réponses cellulaires incluant la prolifération, la différenciation, la migration, la survie, le
34
maintien de l’homéostasie tissulaire et la régulation de la réponse inflammatoire (Coskun et 
al., 2010; Feng et Li, 2011). Elles peuvent être activées par des cytokines, incluant l’IL-lp, 
et par des PAMPs (Loiarro et a i, 2010). Suivant leur activation, les MAPKs modulent 
directement ou indirectement la transcription de divers gènes cible par la phosphorylation 
de divers facteurs de transcription, dont les C/EBPs et NF-kB. Les MAPKs p38 et JNK sont 
particulièrement importantes dans la régulation de la réponse inflammatoire et sont 
impliquées dans les MU (Maldonado-Contreras et McCormick, 2011 ; Coskun et al., 2010).
La MAPK p38, qui comprend quatre isoformes différents, régule l’activation de plusieurs 
facteurs de transcription impliqués dans l’induction de différentes cytokines pro­
inflammatoires, notamment NF-kB et les C/EBPs, ce qui lui confère un rôle central dans la 
régulation de la réponse inflammatoire (Coskun et al., 2010). Le rôle de p38 dans la 
régulation de l’activité de C/EBP8 a notamment été bien caractérisé (Svotelis et al., 2005). 
Il a également été montré que l’activité de p38 est plus élevée chez les patients atteints de 
Mil et que cette activité corrèle avec une augmentation de la production et de la sécrétion 
de certaines cytokines, dont l’IL-ip, contribuant ainsi à la réponse inflammatoire aiguë 
(Hommes et al, 2002). Inversement, l’augmentation des niveaux d’IL-lp chez les patients 
atteints de Mil peut également entraîner une augmentation de F activation de p38 (Li et al, 
2006).
Les MAPKs JNK, aussi appelées stress-activated protein kinases (SAPKs), sont non 
seulement induites en réponse à différents stress environnementaux, mais aussi en réponse 
aux cytokines pro-inflammatoires. Chez les mammifères, deux des trois isoformes, soit 
JNK1 et JNK2, sont ubiquitaires et sont fortement impliqués dans l’inflammation 
intestinale (Roy et a l, 2008; Coskun et a l, 2010). L’expression de JNK3 est plutôt limitée 
au cerveau, au cœur et aux testicules (Roy et a l, 2008). Par conséquent, cet iso forme n’est 
pas impliqué dans les MIL Comme pour la MAPK p38, une augmentation de l’activité de 
JNK, caractérisée par une augmentation de sa phosphorylation, a été observée chez des 
patients atteints de Mil (Hommes et a l, 2002; Mitsuyama et al., 2006).
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8. Projet de recherche
Les HDACs contrôlent l’expression des gènes en modifiant la structure de la chromatine ou 
en modulant l’activité transcriptionnelle de différents facteurs de transcription, tels que NF- 
kB et les isoformes des C/EBPs. Le développement d’inhibiteurs pharmacologiques ciblant 
les HDACs, les HDACi, a permis de mettre en évidence leurs rôles dans différents 
processus cellulaire dont, la prolifération cellulaire (Xu et al., 2007) et l’inflammation 
(Leoni et al., 2002). Les HDACi ont également permis d’associer les HDACs à différentes 
pathologies, dont les Mil (Glauben et al., 2006; Biais et al., 2007). Toutefois, comme les 
HDACi sont non-spécifiques, il est difficile de bien cerner les fonctions spécifiques à 
chacune des 18 HDACs. Une étude publiée par notre laboratoire a montré que HDACI 
régule négativement la réponse inflammatoire dans les CEI en contrôlant négativement 
l’activité transcriptionnelle du facteur de transcription C/EBPÔ (Turgeon et al., 2008). À la 
lumière de ces informations, notre hypothèse est que HDACI est impliquée dans 
l’homéostasie des CEI et, plus particulièrement, dans la réponse inflammatoire.
Les principaux objectifs de ce travail visaient à déterminer les rôles spécifiques de HDAC 1 
dans les CEI et dans la réponse inflammatoire par l'inhibition de son expression dans les 
CEI de rat, IEC-6. Les résultats démontrent que la perte de HDACI entraîne une 
augmentation post-transcriptionnelle de HDAC2, une modification de la morphologie 
cellulaire de même qu’une diminution de la prolifération cellulaire, et une diminution de 
l’activité désacétylase associée au complexe corépresseur Sin3. De plus, en réponse à l’IL- 
lp, la perte de HDACI module l’expression ainsi que l’activité de facteurs de transcription, 
soit NF-kB et C/EBPp, et des kinases p38 et JNK, de base ou en réponse à l’IL-lp. De 
façon intéressante, la perte de HDACI entraîne une modification différentielle gène- 
spécifique de l’expression et de la sécrétion de différentes cytokines et protéines de la phase 
inflammatoire aiguë. Finalement, nous avons montré que la perte de HDACI inhibe la 
réponse au stress du réticulum endoplasmique, une réponse cellulaire qui peut être induite 
lors de l’inflammation. Nos résultats démontrent un rôle important de HDACI dans 
l’homéostasie des CEI.
MATÉRIEL ET MÉTHODES
1. Culture cellulaire
Les cellules épithéliales 1EC-6 dérivées de crypte intestinale de rat (CRL-1592, obtenue 
d’ATCC, Manassas, VA) infectées avec un shARN contrôle (shCtrl 5 et 9) et un shARN 
contre HDACI (shHDACl 18 et 21) ont été cultivées dans du milieu d’Eagle modifié de 
Dubelcco (DMEM) (Wisent, St-Bruno, QÇ, Canada) contenant 5% de FBS (Gibco BRL, 
Gaithersburg, MD, USA), 2 mM de L-glutamine et 100 U/ml de pénicilline et 
streptomycine (InVitrogen Life Technologies, Burlington, ON, Canada) dans lequel 
2 pg/ml de puromycine (Sigma-Aldrich, Oakville, ON, Canada) ont été ajoutés. Les lignées 
cellulaires ont toutes été cultivées à 37°C dans une atmosphère contenant 5% de CO2 et 
95% d’air.
À confluence, les cellules ont été stimulées avec différents produits. Afin de mimer une 
une réponse inflammatoire, les cellules ont été stimulées avec 10 ng/ml de la cytokine pro­
inflammatoire IL-ip (Bioshop, Burlington, ON, Canada). Les cellules ont également été 
traitées avec des inhibiteurs de désacétylase, soit 5 mM de NaBu (Sigma-Aldrich, Oakville, 
ON, Canada) ou 1 pg/ml de Trichostatin A (TSA) (Sigma-Aldrich, Oakville, ON, Canada). 
Finalement, pour induire un stress du réticulum endoplasmique (RE), les cellules ont été 
stimulées avec 1 pg/ml de tunicamycine (Sigma-Aldrich, Oakville, ON, Canada).
2. Infections lentivirales
Les cellules IEC-6 ont été cultivées dans des boîtes de pétri de 60 mm jusqu’à environ 80% 
de confluence puis elles ont été infectées avec un lentivirus shARN contrôle (SHC002V, 
Sigma-Aldrich, St-Louis, MO, USA) ou un lentivirus shARN dirigé contre HDACI 
(SHVRSC TRCN0000039402, Sigma-Aldrich, St-Louis, MO, USA). Pour les
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infections, 100 pl de virus et 4 |ig de polybrène (Sigma-Aldrich, Oakville, ON, Canada) 
resuspendus dans 1,4 ml de milieu DMEM contenant 5% de FBS, 2 mM de L-glutamine et 
100 U/ml de pénicilline et streptomycine ont été déposés dans chaque boîte de pétri de 60 
mm. Les boîtes de pétri ont été incubées 1 heure à 37°C dans une atmosphère contenant 5% 
de CO2 et 95% d’air. Par la suite, 4 ml de milieu additionné de 4 pg/ml de polybrène ont été 
ajoutés aux cellules avant de poursuive l’incubation. Après 48 heures, les cellules ont été 
lavées une fois avec du PBS IX, puis trypsinisées avec 1 ml de trypsine (Gibco BRL, 
Gaithersburg, MD, USA) et resuspendues dans 9 ml de milieu DMEM 5% FBS contenant 2 
pg/ml de puromycine (Sigma-Aldrich, Oakville, ON, Canada). Les cellules (1 ml de la 
suspension) sont par la suite ensemmencées dans une boîte de pétri de 100 mm2 contenant 9 
ml de milieu DMEM 5% FBS et 2 pg/ml de puromycine. La puromycine est ajoutée au 
milieu afin de permettre la sélection des cellules ayant intégrées les génomes viraux. La 
sélection des cellules infectées s’effectue pendant au moins une semaine puis des clones 
sont isolés par sélection clonale.
3. Sélection clonale
A partir de la boîte de pétri contenant des cellules diluées 1/10, 1 ml de trypsine a été ajouté 
à la boîte de pétri et des clones ont été prélevés au microscope à l’aide d’une micropipette. 
Les clones ont ensuite été cultivés indépendamment dans une plaque de 24 puits dans 1 ml 
de milieu DMEM 5% FBS contenant 2 pg/ml de puromycine. Les clones sélectionnés ont 
été amplifiés dans des plaques de 6 puits dans 4 ml de milieu et enfin dans des boîtes de 
pétri de 100 mm dans 7 ml de milieu. Les clones ont ensuite été caractérisés par PCR semi- 
quantitatif, immunobuvardage et immunofluorescence afin de valider la diminution de 
l’expression de HDACI dans les clones shHDACl comparativement aux clones contrôles. 
Les clones contrôle, soit shCtrl 5 et shCtrl 9, ainsi que deux clones shHDACl 18 et 
shHDACl 21, ont été sélectionnés et conservés pour les expériences subséquentes.
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4. Immunofluorescence
Les cellules IEC-6 shCtrl et shHDACl ont été ensemencé en raison de 10 000 cellules par 
puit d’une lame à 8 puits LabTek™ (Nalge Nunc International, Rochester, NY, USA). Les 
cellules ont été cultivées jusqu’à 70% de confluence dans du milieu DMEM contenant 5% 
de FBS avec 2 pg/ml de puromycine. Les cellules ont été lavées rapidement 2 fois avec du 
PBS IX froid (2.7 mM KC1, 2 mM KH2P04, 137 mM NaCl, 8 mM Na2HP04, pH 7.6) 
avant d’être fixées à l’aide de 4% de paraformaldéhyde (PFA) pendant 20 minutes à 
température de la pièce. Les cellules ont ensuite été lavées 3 fois 5 minutes avec du PBS 
IX puis perméabilisées avec 0,1% de Triton pendant 10 minutes et lavées 3 fois 5 minutes 
avec du PBS IX. Dans une chambre humide, les lames ont été incubées avec du BSA 2% 
dilué dans du PBS IX pendant 30 minutes à température de la pièce et rincées 2 fois avec 
du PBS IX. À température de la pièce, les lames ont été incubées pendant 1 heure 30 avec 
les anticorps primaires polyclonaux de lapin anti-HDACl (ab7028, Abcam Inc., 
Cambridge, MA, USA) et anti-HDAC2 (ab7029, Abcam Inc., Cambridge, MA, USA) 
dilués 200 fois dans du PBS IX, puis lavées 3 fois pendant 5 minutes avec du PBS IX. Les 
lames ont été incubées 30 minutes à température de la pièce avec l’anticorps secondaire de 
chèvre anti-lapin couplé au FTTC (FI-5000, Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA, 
USA) dilué 200 fois dans du PBS IX et lavées une fois pendant 5 minutes avec du PBS 
IX. Les noyaux ont été colorés pendant 1 minute avec du DAPI. Les lames ont été lavées 2 
fois pendant 5 minutes avec du PBS IX, puis les montages de plastique ont été retirés des 
lames. La détection de la fluorescence a finalement été effectuée par microscopie à 
fluorescence avec un microscope LEICA DM RXA (Meyer Instruments Inc., TX, USA).
5. PCR semi-quantitatif
Après une stimulation de 24 heures à l’aide de 10 ng/ml d’IL-lp, les ARNs totaux d’une 
boîte de pétri de 100 mm2 ont été extraits à l’aide de la trousse RNeasy Plus Mini kit 
(QIAGEN, Mississauga, ON, Canada). Les ADN complémentaires (ADNc) ont par la suite 
été synthétisés par une réaction de RT-PCR à partir de 1 pg d’ARN avec l’oligo (dTis)
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Superscript II RT (InVitrogen Life Technologies, Burlington, ON, Canada). L’expression 
des HDACs de classe I et de différents gènes de réponse inflammatoire, notamment des 
chimiokines et des protéines de la phase inflammatoire aiguë, ont ensuite été analysée par 
PCR semi-quantitatif se ton le protocole décrit précédemment (Biais et al., 2007). Les 
oligonucléotides utilisés sont présentés dans le Tableau 1 et ont été choisis avec le 
programme «Primer3 Input version 4.0» (http://frodo.wi.mit.edu/primer3A pour amplifier 
des produits de PCR d’une taille variant entre 300 et 500 pb. Les produits amplifiés tors des 
réactions de PCR ont été séparés sur gel d’agarose 1,4% et révélés au bromure d’éthidium. 
La quantité d’ADNc utilisée pour chaque réaction a été évaluée par l’amplification de 
l’ARNm de la glycéraldéhyde 3-phosphate déshydrogénase (GAPDH).
Tableau 1: Oligonucléotides utilisés pour l’amplification des ADNc lors des réactions de 
PCR semi-quantitatif.
Gène Région Sens Anti-sens
Hdacl 641-1225
Hdac2 568-1163
Hdac3 847-1415
HdacS 570-1132
Hp 634-1034
Kngl 1080-1524
Ccl2 126-544
Ccl5 176-3%
Ccl20 148-698
Cxcll 291-833
C3 2050-2546
iNOS 2292-2814
CxcI2 445-849
A2m 3640-4067
Lcn2 299-810
Rela (NF-kB p65) 905-1382
HspaS (GRP78) 667-969
Ddit3 (CHOP) 373-678
Gapdh 3-499
5-CTGGGGACCTACGGGATATT-3 
5 ’-TG AAGCTGAACCGTCAACAG-'3 
5-TGCTTCAATCTCAGCATTCG -'3 
5-CCAGAAGGTCAGCCAAGAAG -’3 
5'-CCTGCCTTCC AAAGACT ACG-3 
5'-AGGAGGCACTTGGTCATTCC-'3 
5'-CCAGAAACCAGCCAACTCTC-’3 
5’-GTGCCC ACGTGAAGGAGT AT-'3 
5’-GCAAGCAACTTTGACTGCTG-’3 
5'-CCCCATGGTTCAGAAGATTG-'3 
5-GCTCAGTGCAGTTGATGGAA-3 
5-GGGAGCCAGAGCAGTACAAG-3 
5’-CCCTGCCTTACAGGAACAGA-'3 
5-CCTCGGCTGAGGTAGAGATG-3 
5-ACGTCACTTCCATCCTCGTC-3 
5-GAGCCCATGGAGTTCCAGTA-3 
5-AAAGAAGGTCACCCATGCAG-3 
5’-AGCAGAGGTCAC AAGC ACCT-'3 
5'-CCAAAGTTGTCATGGATGAC-'3
5 -TGTCAGGGTCTTCCTCATCC - 3 
5’-AAGGGCAACTGCAGTCTCAT -’3 
5-AGTTCAGACCTGGGAGAGCA -'3 
5-CTGCTCCCAGCTGTAGAACC -’3 
5'-GGACCCAGTCCTTCAGATCA-'3 
5-GAAGCTTCTGCCTGATGGTC-3 
5'-AGGCATCACATTCCAAATCA-'3 
5'-ATCCCCAGCTGGTrAGGACT-'3 
5'-TGCTTGCAAGAAAGTCCATA-'3 
5'-AGGCATTGTGCCCTACAAAC-'3 
5’-CAGTCGCAGGTCAATGAAGA-'3 
5-GTGGGGTTGTTGCTG AACTT-'3 
5'-ATACATTTCCCTGCCGTCAC-'3 
5-CACCACAGTGAAGGGGAACT-3 
5'-GATGGGGAGAGCTGATCAAA-'3 
5'-GT AGC AGGGCTTC AGAC AGG-'3 
5-ATGACCCGCTGATCAAAGTC-3 
5'-ACAGTTCATGCTTGGTGCAG-‘3 
5-GTGAAGGTCGGTGTGAACGG-3
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6. Essais de prolifération
Les cellules IEC-6 shCtrl (5 et 9) et shHDACl (18 et 21) ont été cultivées jusqu’à environ 
80% de confluence dans des boîtes de pétri de 100 mm2 dans du milieu DMEM 
supplémenté de 5% FBS avec 2 pg/ml de puromycine. Elles ont été trypsinisées avec l ml 
de trypsine puis transférées dans 10 ml de milieu DMEM 5% FBS. De cette dilution, 50 pi 
ont été dilués dans 10 ml d’une solution d’Isoton (Beckman Coulter Inc., Fullerton, CA, 
USA). Les cellules ont ensuite été comptées avec un compteur de cellules et de particules 
ZI Sériés Coulter Counter (Beckman Coulter Inc., Etobieoke, ON, Canada). La 
concentration obtenue en nombre de cellules par ml a été utilisée pour distribuer 10 000 
cellules par puits dans des plaques de 24 puits. Après 24 heures, le milieu a été retiré, les 
cellules ont été lavées avec 1 ml de PBS IX, trypsinisées et incubées à 37°C pendant 2 
minutes puis resuspendues dans du milieu DMEM supplémenté de 5% FBS. Les cellules 
ont ensuites été déposées par capillarité dans une chambre d’un hématimètre et elles ont été 
comptées au microscope optique Zeiss ID 03 (Cari Zeiss Canada, Don Mills, ON, Canada). 
Les cellules ont été ainsi comptées pendant 6 jours à 24 heures d’intervalle. Les écarts- 
types ainsi que la significativité selon le test t-student ont été calculés à l’aide du logiciel 
Microsoft Excel. Les comptes de chaque lignée ont été effectués en triplicata et 
l’expérience a été répétée deux fois. Le temps de doublement des différents clones a été 
calculé à l’aide du site «Doubling Time Online Calculator» (http://www.doubling- 
time.com/compute.php et les écarts-types à l’aide du logiciel Microsoft Excel.
7. Mesure de l’activité désacétylase
7.1 Extraction des protéines nucléaires
À confluence, les cellules ont été récoltées à l’aide d’un policeman dans 1 ml de PBS IX et 
transférées dans un microtube de 1,5 ml avant d’être centrifugées à 600 x g pendant 3 
minutes. Les cellules ont ensuite été resuspendues dans 100 pl de tampon de lyse (10 mM 
HEPES pH 7,9, 1 mM EDTA, 60 mM KC1, 0,5% NP-40, 1 mM DTT et 1 mM PMSF) et
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incubées 5 minutes sur glace. Les noyaux ont été sédimentés par une centrifugation de 30 
secondes à 15 800 x g. Les surnageants contenant les protéines cytoplasmiques ont été jetés 
et les noyaux ont été resuspendus dans 100 pl de tampon de resuspension nucléaire (250 
mM Tris-HCl pH 7,8, 60 mM KC1, 1 mM DTT et 1 mM de PMSF). Les noyaux ont été 
lysés grâce à trois cycles de gel/dégel tel que décrit précédement (Stein et al., 1989). Les 
lysats ont été centrifugés 10 minutes à 4°C à 15 800 x g et les surnageants contenant les 
protéines nucléaires ont été conservés. La concentration des extraits protéiques a été 
déterminée à l’aide de la trousse Bio-Rad Protein Assay Kit (Bio-Rad Laboratories, 
Mississauga, ON, Canada).
7.2 Mesure de l ’activité désacétylase nucléaire globale
L’activité désacétylase nucléaire des cellules IEC-6 shCtrl (5 et 9) et shHDACl (18 et 21) a 
été mesurée avec la trousse «HDAC assay kit (Colorimetric)» (56210, Active Motif North 
America, Carlsbad, CA, USA) selon le protocole fourni par le manufacturier. Brièvement, 
15 pg de protéines nucléaires ont isolées des cellules et incubées 1 heure à 37°C en 
présence du substrat colorimétrique (BOC-(Ac) Lys-pNitroanilide) et le tampon de réaction 
approprié. La réaction a été arrêtée par l’ajout de la solution de révélation contenant 2 pM 
de TSA et incubée à température de la pièce pendant 15 minutes. Au cours de la réaction, la 
désacétylation du substrat colorimétrique a entraîné la libération d’un composé 
colorimétrique, soit le BOC pNitroanilide, qui a été quantifié par une lecture de 
l’absorbance à 405 nm avec le lecteur de microplaque VersaMax (Molecular Devices Inc., 
Sunnyvale, CA, USA). L’activité désacétylase a été calculée en pmoles/min/mg de 
protéines. L’expérience a été réalisée en duplicata.
7.3 Mesure de l ’activité désacétylase nucléaire suite à une immunoprécipitation
L’activité désacétylase spécéfique à HDAC1, HDAC2 et mSin3a a ensuite été mesurée 
avec la trousse «HDAC assay kit (Colorimetric)» selon le même protocole que pour la 
mesure de l’activité désacétylase nucléaire globale. Par contre, contrairement à l’activité
42
totale, les protéines d’intérêts ont préalablement été immunoprécipitées. Les protéines 
nucléaires des cellules IEC-6 shCtrl 5 (5 et 9) et shHDACl (18 et 21) ont été isolées tel 
que décrit plus haut et respectivement combinées. Pour chaque immunoprécipitation, 125 
pg de protéines nucléaires ont été ajoutées à différents anticorps primaires polyclonaux de 
lapin, soit à 5 pl d’anti-HDACl (2062, Cell Signaling Technology Inc., Danvers, MA), à 5 
pg d’anti-HDAC2 (ab7029, Abcam Inc., Cambridge, MA, USA) et à 2 pg d’anti-mSin3a 
(sc-994, Santa Cruz Biotechnology Inc, Santa Cruz, CA USA). Les complexes protéines- 
anticorps ont été précipité à l’aide de 40 pl de billes de protéines A/G-agarose (sc-2003, 
Santa Cruz Biotechnology Inc, Santa Cruz, CA, USA) préalablement lavées 3 fois pendant 
5 minutes avec agitation dans du tampon de resuspension nucléaire. Les billes ont été 
ajoutées et incubées à 4°C avec agitation pendant toute la nuit. Le lendemain, les billes, 
fixées au complexe protéine-anticorps, ont été lavées 3 fois pendant 5 minutes avec 
agitation dans 800 pl de tampon de resuspension nucléaire. Entre chaque lavage, les billes 
ont été centrifugées à 1 200 x g pendant 3 minutes. Après le dernier lavage, les billes ont 
été resuspendues dans 40 pl de tampon de resuspension nucléaire et 30 pl de billes couplées 
au complexe protéine-anticorps ont été déposés en duplicata dans une plaque de 96 puits 
pour la quantification de l’activité désacétylase. L’expérience a été réalisée en duplicata.
8. Extraction de protéines
8.1 Extraction de protéines totales Laemmli
Après les différents traitements, les protéines totales des cellules IEC-6 shCtrl (5 et 9) et 
shHDACl (18 et 21) ont récoltées à l’aide d’un policeman dans 1 ml de PBS IX et 
centrifugées à 600 x g pendant 3 minutes. Le culot des cellules a été suspendu dans 150 pl 
de tampon Laemmli IX (62,5 mM Tris-HCl, pH 6,8, 2% SDS, 10% glycérol). Les extraits 
ont été soniqués sur glace 2 fois pendant 5 secondes à 30% d’amplitude (Ultrasonic 
Processor XL, Misonix Inc., Farmingdale, NY, USA) et chauffés à 95°C 5 minutes. La 
concentration des extraits protéiques a été déterminée à l’aide de la trousse Pierce®BCA 
Protein Assay Kit (Thermoscientific, Rockford, IL, USA).
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8.2 Extraction de protéines totales Triton
Après les différentes inductions, les cellules IEC-6 shCtrl (5 et 9) et shHDACl (18 et 21) 
ont été isolées tel que décrit plus haut. Les culots de cellules on été resuspendues dans 200 
pL de tampon Triton contenant des inhibiteurs de protéases et de phosphatases (1% Triton 
X-100, 50 mM Tris-HCl pH 7,4, 5 mM EDTA, 15 mM NaCl, 5% glycérol, 1 mM PMSF, 
40 mM p-glycérophosphate, 50 mM NaF, 1 M sodium orthovanadate et 10 pg de 
leupeptine, 5 pg de pepstatine et 10 pg d’aprotinine par ml (Sigma-Aldrich, Oakville, ON, 
Canada). Les cellules ont été incubées pendant 15 minutes à 4°C puis ont été centrifugées à 
4°C à 15 800 x g pendant 5 minutes. La concentration des extraits protéiques a été 
déterminée à l’aide de la trousse Bio-Rad Protein Assay Kit (Bio-Rad Laboratories, 
Mississauga, ON, Canada).
8.3 Extraction de protéines nucléaires Laemmli
Après différentes inductions, les cellules IEC-6 shCtrl (5 et 9) et shHDACl (18 et 21) ont 
été isolées tel que décrit plus haut. Le culot de cellules a ensuite été suspendu dans 150 pl 
de tampon de lyse IX et incubé sur glace pendant 5 minutes. Après une centrifugation à 
15 800 x g pendant 30 secondes, le surnageant a été séparé du culot et les noyaux ont été 
suspendus dans 150 pl de tampon Laemmli IX puis traités comme les extraits de protéines 
totales tel que décrit à la section 8.1. La concentration des extraits protéiques a été 
déterminée à l’aide de la trousse Pierce®BCA Protein Assay Kit (Thermoscientific, 
Rockford, IL, USA).
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9. Immunobuvardage
L’immunobuvardage des protéines a été réalisée tel que décris précédement (Turgeon et al.,
2008). Les différents anticorps primaires utilisés et les dilutions appropriées pour chacun 
sont présentés dans le Tableau 2. Après une incubation de 1 heure à température de la 
pièce avec agitation, les membranes ont été lavées 3 fois pendant 10 minutes dans du TBS 
IX (20 mM Tris-HCl pH 7.6, 137 mM NaCl) contenant 0,05% de Tween-20, puis incubées 
pendant 1 heure à température de la pièce avec agitation avec l’anticorps secondaire 
approprié couplé au HRP, soit anti-lapin (sc-2004), anti-souris (sc-2005) ou anti-chèvre (sc- 
2350) (Santa Cruz Biotechnology Inc, Santa Cruz, CA, USA), dilué 1000 fois dans la 
solution de blocage. Les membranes ont de nouveau été lavées 3 fois avec du TBS IX 
contenant 0,05% de Tween-20 et les complexes immuns ont été révélés avec la trousse de 
détection Amersham ECL™ (GE Healthcare Bio-Sciences, Inc., Baie d’Urfé, Qc, Canada) 
selon les recommandations fournies par le manufacturier. Les membranes ont été exposées 
sur un film à autoradiographie (GE Healthcare Bio-Sciences Inc., Baie d’Urfé, Qc, 
Canada).
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Tableau 2: Liste des anticorps primaires utilisés pour les immunobuvardages.
Anticorps Dilution Numéro de catalogue Compagnie
Histones désacétylases
HDAC1
HDAC2
HDAC3 (n-19)
1:6000
1:6000
1:1000
ab7028
ab51832
sc-8138
Abcam Inc.
Abcam Inc.
Santa Cruz Biotechnology, Inc
Facteurs de transcription
C/EBP3-phosphorylé (Serl05) 
C/EBPp (C-19) 
phospho-p65 (Ser536) 
p65 (C-20) 
p50
phospho-p38
p38a MAP Kinase (5F11) 
phospho-SAPK/JNK (Thrl83/Thrl85) 
SAPK/JNK (56G8)
1:1000
1:1000
1:1000
1:1000
1:1000
1:1000
1:1000
1:1000
1:1000
3081 
sc-150 
3033 
sc-372 
KAP-TF112-C 
V121A 
9217 
9251 
9258
Cell Signaling Technology, Inc 
Santa Cruz Biotechnology, Inc 
Cell Signaling Technology, Inc 
Santa Cruz Biotechnology, Inc 
Assay designs 
Promega BioSciences, Inc 
Cell Signaling Technology, Inc 
Cell Signaling Technology, Inc 
Cell Signaling Technology, Inc
Complexes corépresseurs
CoREST
LSD1
RbAp48 (K-15)
MBD3
EZH2
mSin3a (K-20)
1:1000
1:1000
1:1000
1:1000
1:1000
1:1000
07-455 
2139 
sc-12434 
3896 
4905 
sc-994
Upstate
Cell Signaling Technology, Inc 
Santa Cruz Biotechnology, Inc 
Cell Signaling Technology, Inc 
Cell Signaling Technology, Inc 
Santa Cruz Biotechnology, Inc
Modifications d'histones 
Acétylation
H3 acétylé 
H4 Lys5 acétylé 
H4 acétylé 
Histones 
Histone H3 
Histone H4
1:4000
1:1500
1:4000
1:5000
1:5000
06-599
9672
06-866
9715
2592
Millipore 
Cell Signaling Technology, Inc 
Millipore
Cell Signaling Technology, Inc 
Cell Signaling Technology, Inc
Voie de l’UPR
CHOP (GADD 153) 
Bip (GRP78)
1:1000
1:1000
sc-575
3183
Santa Cruz Biotechnology, Inc 
Cell Signaling Technology, Inc
Actine
Lamine B (M-20)
1:10000
1:2000
MAB1501R
sc-6217
Chemicon International, Inc 
Santa Cruz Biotechnology, Inc
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10. Analyse de la sécrétion de cytokines
Dans des plaques de 24 puits, 10 000 cellules des lignées IEC-6 shCtrl (5 et 9) et shHDACl 
(18 et 21) ont été cultivées jusqu’à environ 90% de confluence. Les cellules ont ensuite été 
stimulées ou non avec 10 ng/ml d’IL-lp pendant 24 heures dans un volume final de 300 pl. 
Les surnageants ont été recueillis et combinés (shCtrl 5 + 9 et shHDACl 18 + 21) et 
l’expression relative de cytokines produite par les lignées induites ou non à l’IL-ip a été 
analysée avec une micropuce à cytokines « RayBio® Rat Cytokine Antibody Array G 
Sériés » (AAR-CYT-G1-8, RayBiotech Inc., Norcross, GA, USA), selon le protocole fourni 
par le manufacturier. La fluorescence a été analysée avec l’appareil ScanArray™ Express 
Microarray Scanner (PerkinElmer® Life and Analytical Sciences, Downers Grove, IL, 
USA) et les données analysées à l’aide du logiciel Microsoft Excel. L’expérience a été 
réalisée en duplicata. La liste des 19 cytokines analysées apparaît dans le Tableau 3.
Tableau 3: Liste des cytokines analysées avec la micropuce à cytokines « RayBio® Rat 
Cytokine Antibody Array G Sériés ».
Famille Cytokine
Chimiokine 
Interleukine 
Facteur de croissance 
Autre
Ccl2, Ccl20, Cxcl2, Cxcl3, Cxcl5, Cx3cll 
EL-la, IL-lp, IL-4, IL-6, IL-10 
P-NGF, CNTF, GM-CSF, VEGF 
IFN-y, TNF-a, Timpl, Lep
RÉSULTATS
1. Modifications phénotypiques des cellules IEC-6 suivant la perte de HDAC1
1.1 Sélection clonale
Pour analyser les rôles spécifiques de HDAC1 dans les CEI, les cellules épithéliales IEC-6, 
dérivées de cryptes intestinales de rat, ont été infectées avec un lentivirus à shARN dirigé 
contre HDAC1, puis des clones ont été isolés. L’utilisation de clones a été favorisée 
puisqu’une expérience antérieure au laboratoire (résultats non publiés) a montré que 
l’expression de HDAC1 dans une population de cellules infectées avec un shARN contre 
HDAC1 était restaurée au fil des passages, corrélant ainsi avec un accroissement de la 
prolifération. Deux clones contrôle, soit shCtrl 5 et shCtrl 9, ainsi que deux clones 
shHDACl, soit shHDACl 18 et shHDACl 21, ont été sélectionnés et conservés pour toutes 
les expériences qui seront présentées. Afin de valider la diminution de l’expression de 
HDAC1 dans les clones, l’expression en ARNm et en protéines de HDAC1 a été analysée 
par PCR semi-quantitatif (Fig. 8) ainsi que par immunofluorescence et immunobuvardage 
(Fig. 9A et 9B). Dans tous les cas, l’expression de HDAC1 est réduite dans les cellules 
IEC-6 shHDACl 18 et 21 par rapport aux cellules IEC-6 shCtrl 5 et 9.
1.2 La perte de HDAC1 entraîne une augmentation post-transcriptionnelle de HDAC2 dans 
les cellules IEC-6
Nous avons vérifié l’expression en ARNm des autres HDACs de classe I, soit HDAC2, 3 et
8. L’analyse par PCR semi-quantitatif a d’abord montré que suivant la perte de HDAC1 
l’expression en ARNm de HDAC2, 3 et 8 n’est pas modifiée (Fig. 9). L’analyse de 
l’expression protéique de HDAC2 par immunofluorescence n’a pas non plus montré de 
modification significative de l’expression protéique de HDAC2 (Fig. 9A). Par contre, par 
immunobuvardage, il a été montré que la perte de HDAC1 dans les cellules IEC-6 entraîne
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une augmentation de l’expression protéique de HDAC2 (Fig. 9B). Cette augmentation post- 
transcriptionnelle semble être spécifique à HDAC2 puisque l’expression protéique de 
HDAC3 n’est pas modifiée dans les cellules IEC-6 shHDACl 18 et 21 comparativement 
aux cellules IEC-6 shCtrl 5 et 9 (Fig. 9B).
De plus, l’expression protéique de différents partenaires de HDAC1 dans les complexes 
corépresseurs a été analysée par immunobuvardage. L’expression des protéines mSin3a et 
ING2 du complexe Sin3a (Fig. 10A), MBD3 du complexe NuRD (Fig. 10B), RbAp48 des 
complexes Sin3 et NuRD (Fig. 10B), CoREST du complexe du même nom (Fig. 10C), 
LSD1 des complexes NuRD et CoREST (Fig. 10C) ainsi que EZH2 du complexe PRC2 
(Fig. 10D) n’est pas modulée de façon significative dans les cellules IEC-6 dépourvues de 
HDAC1.
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shCtrl shHDACl 
5 9 18 21
HDAC1
HDAC2 -   - -
H D A C 3 ...............................   —
HDAC8  ___________
G A P D H ----------------- ---------  -
Figure 8: La perte de HDAC1 ne modifie pas l’expression en ARNm des autres 
HDACs de classe I. L’ARN total de cellules IEC-6 shCtrl 5 et 9 et shHDACl 18 et 21 
confluentes a été isolé et l’expression des HDACs de classe I, soit HDAC1, HDAC2, 
HDAC3 et HDAC8, a été analysée par RT-PCR semi-quantitatif. L’expérience a été 
réalisée en triplicata et les résultats d’une expérience représentative sont présentés.
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Figure 9: Effets de la perte de HDAC1 sur l’epxression protéique des histones 
désacétylases de classe I. A) Un marquage par immunofluorescence a été effectué sur les 
cellules IEC-6 shCtrl 5 et 9 et shHDACl 18 et 21 sous-confluentes et fixées sur lames, avec 
des anticorps primaires spécifiques contre HDAC1 et HDAC2 et un anticorps secondaire de 
lapin couplé au HTC. Les niveaux d’expression protéiques de HDAC1 et HDAC2 ont été 
observés par microscopie à fluorescence. Un marquage au DAPI a été utilisé comme 
contrôle de localisation nucléaire. Seuls les clones shCtrl 5 et shHDACl 18 sont présentés 
puisqu’ils sont représentatifs des deux autres clones. L’expérience a été réalisée en 
duplicata et les résultats d’une expérience représentative sont présentés. B). Les protéines 
nucléaires, isolées des cellules IEC-6 shCtrl 5 et 9 et shHDACl 18 et 21 confluentes, ont 
été séparées sur un gel SDS-PAGE 10% et l’expression protéique de HDAC1, HDAC2 et 
HDAC3 a été analysée par immunobuvardage à l’aide d’anticorps spécifiques. La lamine B 
a été utilisée comme contrôle pour les niveaux d’expression protéiques. L’expérience a été 
réalisée en triplicata et les résultats d’une expérience représentative sont présentés.
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Figure 10: La perte de HDAC1 dans les cellules IEC-6 ne modifie pas l’expression 
protéique de ses différents partenaires dans les complexes corépresseurs. Les protéines 
nucléaires des cellules IEC-6 shCtrl 5 et 9 et shHDACl 18 et 21 confluentes ont été isolées 
dans du tampon Laemmli. 10 pg de protéines nucléaires ont ensuite été séparées sur un gel 
SDS-PAGE 10% et l’expression protéique des différents membres des complexes 
corépresseurs a été analysée par immunobuvardage à l’aide d’anticorps spécifiques contre 
mSin3a et ING2 (A), MBD3 et RbAP48 (B), CoREST et LSD1 (C) ainsi que EZH2 (D). La 
lamine B a été utilisée comme contrôle pour les niveaux protéiques. L’expérience a été 
réalisée en duplicata et les résultats d’une expérience représentative sont présentés.
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1.3 La morphologie des cellules IEC-6 est modifiée en l'absence de HDAC1
La perte de HDAC1 dans les cellules IEC-6 entraîne des changements morphologiques. En 
effet, comme il est possible de voir par microscopie à contraste de phase (Fig. 11), les 
cellules IEC-6 shHDACl 18 et 21 sont plus étalées, avec une morphologie plus aplatie et 
moins cylindrique, contrairement aux cellules IEC-6 shCtrl 5 et 9 qui sont plus épaisses 
qu’aplaties, avec un gros noyau et une morphologie épithéliale typique cuboïdale (Quaroni 
et al., 1979).
1.4 La prolifération des cellules IEC-6 est réduite en l ’absence de HDAC1
Nous avons mesuré la prolifération des cellules IEC-6 shCtrl 5 et 9 et shHDACl 18 et 21 
par décompte cellulaire. La perte de HDAC1 diminue la prolifération des CEI (Fig. 12A). 
En effet, les temps de doublement des cellules IEC-6 shCtrl 5 et 9, soit 22,22 ± 0,6 heures 
et 20,68 ± 1,4 heures, sont significativement plus rapides que ceux des cellules IEC-6 
shHDACl 18 et 21, soit 38,02 ± 3,1 heures et 43,55 ± 3,7 heures (Fig. 12B).
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Figure 11: La diminution de HDAC1 dans les cellules IEC-6 modifie la morphologie 
cellulaire. Les cellules IEC-6 shCtrl 5 et 9 et shHDACl 18 et 21 sous-confluentes ont été 
observées par microscopie à contraste de phase à un grossissement de 10X. Barre de 
mesure = 200 jim.
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Lignée cellulaire Temps de doublement (heures)
IEC-6 shCtrl 5 22,22 + 0,6
IEC-6 shCtrl 9 20,68 ± 1,4
IEC-6 shHDACl 18 38,02 + 3,1
IEC-6 shHDACl 21 43,55 + 3,7
Figure 12: La prolifération des cellules IEC-6 shHDACl est diminuée
comparativement aux cellules IEC-6 contrôle. A) Les cellules IEC-6 shCtrl 5 et 9 et 
shHDACl 18 et 21 ont été ensemencées dans une plaque 24 puits à une concentration 
initiale de 10 000 cellules par puits. Les cellules ont été comptées à toutes les 24 heures 
entre le troisième et le huitième jour suivant la mise en culture. Les courbes de prolifération 
ont été réalisées à l’aide du logiciel Microsoft Excel. Les comptes de chaque lignée ont été 
effectués en triplicata et l’expérience a été réalisée en duplicata. Une expérience 
représentative est montrée. La significativité a été calculée selon le test t-student à l’aide du 
logiciel Microsoft Excel (* p^).05 et ** p< 0.01). B) Tableau des temps de doublement des 
cellules IEC-6 shCtrl 5 et 9 et shHDACl 18 et 21. Les résultats correspondent aux 
moyennes des temps de doublement ± les erreurs standards. Les temps de doublement ont 
été calculés à l’aide du logiciel «Doubling Time Online Calculator» et les écarts-types à 
l’aide du logiciel Microsoft Excel. Les résultats correspondent au temps de doublement 
d’une expérience représentative présentée en A.
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1.5 L'activité désacétylase du complexe Sin3 est diminuée suivant la perte de HDAC1
La compensation de la perte de HDAC1 par une augmentation de l’expression protéique de 
HDAC2 est un phénomène bien connu dans plusieurs types cellulaires (Jurkin et al., 2011). 
Par contre, il a été montré dans les cellules embryonnaires souches qu’en absence de 
HDAC1, l’activité désacétytlase des complexes corépresseurs est diminuée et ce, malgré 
l’augmentation protéique de HDAC2 (Dovey et al., 2010). Par conséquent, la mesure de 
l’activité désacétylase dans les cellules IEC-6 s’imposait. L’activité désacétylase nucléaire 
a d’abord été mesurée au détriment de l’activité désacétylase globale puisque la localisation 
cellulaire de HDAC1 et de HDAC2 est exclusivement nucléaire (Haberland et al., 2009). 
Les résultats obtenus montrent que l’activité désacétylase nucléaire globale est inchangée 
suivant la perte de HDAC1 dans les cellules IEC-6 (Fig. 13A). L’activité désacétylase de 
complexes contenant HDAC1 a alors été mesurée par immunoprécipitation de HDAC1, 
HDAC2 et mSin3a, qui entre dans la composition du complexe Sin3a (Fig. 7). L’activité 
désacétylase obtenue à la suite de l’immunoprécipitation de HDAC1 est diminuée dans les 
cellules IEC-6 shHDACl 18 et 21 comparativement aux cellules IEC-6 shCtrl 5 et 9. Par 
contre, l’activité désacétylase associée à HDAC2 est inchangée malgré l’augmentation 
protéique de celle-ci. Finalement, tel qu’observé dans les cellules embryonnaires souches, 
la perte de HDAC1 entraîne une diminution de l’activité désacétylase du complexe Sin3a 
(Fig. 13B).
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Figure 13: La perte de HDAC1 dans les cellules IEC-6 ne modifie pas l’activité 
désacétylase nucléaire globale mais modifie l’activité du complexe Sin3a. A) Les
protéines nucléaires des cellules IEC-6 shCtrl 5 et 9 et shHDACl 18 et 21 confluentes ont 
été isolées et l’activié désacétylase nucléaire déterminée avec la trousse «HDAC assay kit 
(Colorimetric)». L’activité désacétylase est présentée en pmoles/min/mg de protéine. 
L’expérience a été effectuée en duplicata et la moyenne des deux expériences est présentée. 
B) Les protéines nucléaires des cellules IEC-6 shCtrl 5 et 9 et shHDACl 18 et 21 
confluentes ont été isolées et les protéines HDAC1, HDAC2 et mSin3a immunoprécipités. 
L’activité désacétylase de ces protéines a été mesurée grâce à la trousse «HDAC assay kit 
(Colorimetric)». L’activité désacétylase est calculée en pmoles/min/mg de protéine. 
L’expérience a été effectuée en duplicata et les résultats d’une expérience représentative 
sont présentés.
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1.6 L'absence de HDAC1 modifie la réponse au TSA
Les histones sont des substrats importants des HDACs (Haberland et al., 2009). Il a 
récemment été montré que certaines modifications d’histones peuvent être associées à des 
HDACs spécifiques. Par exemple, la désacétylation de la lysine 56 de l’histone H3 et de la 
lysine 5 de l’histone H4 seraient des modifications d’histones spécifiques à HDAC1 
(Dovey et al., 2010; Ma et Schultz, 2008). Par conséquent, l’acétylation globale des 
histones H3 et H4 ainsi que l’acétylation spécifique de la lysine 56 de l’histone H3 et de la 
lysine 5 de f  histone H4 (H4K5) ont été analysées par immunobuvardage afin de vérifier si 
la perte de HDAC1 modifie leur niveau d’acétylation dans les cellules IEC-6. D’abord, les 
niveaux d’acétylation ont été comparés entre les cellules IEC-6 shCtrl 5 et 9 et IEC-6 
shHDACl. Aucune modification significative globale de l’acétylation n’a été observée 
malgré l’absence de HDAC1. Par la suite, les cellules ont été traitées pendant 24 heures 
avec deux HDACi, le TSA qui est un inhibiteur général et le NaBu qui inhibe les HDACs 
de classe I et II (Bolden et al., 2006). Bien que le mécanisme général d’inhibition de ces 
HDACi soit connu, peu d’études se sont attardées à leurs effets en absence d’HDACs 
spécifiques. Dans les deux cas, les HDACi ont induit une augmentation des niveaux 
d’acétylation de H4K5 et des histones H3 et H4 autant dans les cellules IEC-6 shCtrl 5 et 9 
que dans les cellules IEC-6 shHDACl 18 et 21 comparativement aux cellules non induites 
(Fig. 14). De plus, suivant le traitement au NaBu, aucune différence dans les niveaux 
d’acétylation n’a été observée entre les cellules IEC-6 shCtrl 5 et 9 et IEC-6 shHDACl 18 
et 21 (Fig. 14A). Par contre, avec le TSA, une augmentation de l’acétylation de H4K5 et 
des histones H3 et H4 a été observée dans les cellules IEC-6 shHDACl 18 et 21 en 
comparaison aux cellules IEC-6 shCtrl 5 et 9 (Fig. 14B).
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Figure 14 : La perte de HDACI modifie différentiellement l’acétylation
des histones en réponse au NaBu et au TSA. A) Les cellules IEC-6 shCtrl 5 et 9 et 
shHDACl 18 et 21 ont été traitées ou non avec 5 mM de NaBu pendant 24 heures et les 
protéines totales ont été extraites. Les niveaux d’acétylation de la lysine 5 de l’histone H4 
(H4K5), de l’histone H4 et de l’histone H3 ont été analysés par immunobuvardage à l’aide 
d’anticorps spécifiques. L’immunobuvardage des histones H3 et H4 totales a été réalisé 
comme contrôle pour les niveaux protéiques. L’expérience a été réalisée en duplicata et les 
résultats d’une expérience représentative sont présentés B) Les cellules IEC-6 shCtrl 5 et 9 
et shHDACl 18 et 21 ont été traitées ou non avec 1 pg/ml deTSA pendant 24 heures et les 
protéines totales ont été extraites. Les niveaux d’acétylation de la lysine 5 de l’histone H4 
(H4K5), de l’histone H4 et de l’histone H3 ont été analysés par immunobuvardage à l’aide 
d’anticorps spécifiques. L’immunobuvardage des histones H3 et H4 totales a été réalisé 
comme contrôle pour les niveaux protéiques. L’expérience a été réalisée en duplicata et les 
résultats d’une expérience représentative sont présentés.
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2. HDACI et la réponse inflammatoire intestinale
2.1 L ’expression des HDAC de classe 1 est inchangée en réponse à l’IL-lp
Les CEI participent à la réponse inflammatoire en sécrétant et en répondant à diverses 
cytokines, dont l’IL-ip (Svotelis, et ai, 2005). L’IL-ip a été utilisée in vitro, afin d’induire 
une réponse inflammatoire dans les cellules IEC-6 shCtrl 5 et 9 et shHDACl 18 et 21. 
Suivant un traitement de 24 heures, l’expression en ARNm des HDACs de classe I a été 
analysée par PCR semi-quantitatif (Fig. 15A) et l’expression protéique de HDACI et 
HDAC2 a été vérifiée par immunobuvardage (Fig. 15B). Ni l’expression en ARNm et ni 
l’expression protéique des HDACs n’a été modifiée par l’IL-ip, autant dans les cellules 
IEC-6 shCtrl 5 et 9 que dans les cellules IEC-6 shHDACl 18 et 21 (Fig. 15A et résultats 
non montrés). Aussi, tel que montré précédemment, le niveau protéique de HDAC2 est 
augmenté suivant la perte de HDACI dans les cellules IEC-6 shHDACl 18 et 21 (Fig. 15B 
et résultats non montrés). Cette augmentation n’est pas influencée par l’IL-ip.
2.2 HDACI module l ’activité transcriptionnelle de facteurs de transcription et de kinases 
impliqués dans l ’induction de la réponse inflammatoire
La réponse inflammatoire déclenchée par l’activation du récepteur de l’IL-ip mène à 
l’activation de facteurs de transcription clés, soit NF-kB et C/EBP et de protéines kinases 
comme les MAPKs (Loiarro et al., 2010). L’expression de ces facteurs de transcription a 
donc été analysée dans les cellules IEC-6 shHDACl 18 et 21 comparativement aux cellules 
shCtrl 5 et 9 en réponse à l’IL-lp. Seuls les résultats obtenus pour les cellules IEC-6 shCtrl 
5 et shHDACl 18 sont montrés afin d’alléger la présentation, puisque les résultats obtenus 
avec les cellules IEC-6 shCtrl 9 et shHDACl 21 sont identiques.
60
A)
ShCtrl shCtrl shHDACl shHDACl 
5 9 18 21
HDACI 
HDAC2 
HDAC3 
HDAC8 
GAPDH
B)
HDACI 
HDAC2 
Lamine B
Figure 15: L’IL-ip ne modifie ni l’expression en ARNm des HDACs de classe I ni 
l’epxression protéique de HDACI et de HDAC2. A) L’ARN total des cellules IEC-6 
shCtrl 5 et 9 et shHDACl 18 et 21 confluentes, induites avec ou sans IL-lp (10 ng/ml) 
pendant 24 heures, a été isolé et l’expression en ARNm des HDACs de classe I, soit 
HDACI, HDAC2, HDAC3 et HDAC8, a été analysée par RT-PCR semi-quantitatif. 
L’expérience a été réalisée en triplicata et une expérience représentative est présentée. B) 
Les protéines nucléaires ont été isoles cellules IEC-6 shCtrl 5 et 9 et shHDACl 18 et 21 
traitées ou non avec 10 ng/ml d’IL-ip pendant 10 minutes, 30 minutes, 1 heure, 2 heures et 
4 heures et les protéines nucléaires ont été isolées. L’expression protéique de HDACI et 
HDAC2 a été analysée par immunobuvardage à l’aide d’anticorps spécifiques. La lamine B 
a été utilisée comme contrôle pour les niveaux protéiques. L’expérience a été réalisée en 
duplicata et une expérience représentative est présentée.
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En premier lieu, l’expression en ARNm de la sous-unité p65 de NF-kB a été analysée par 
PCR semi-quantitatif après un traitement de 24 heures à l’IL-ip. Ni la perte de HDACI, ni 
l’IL-ip ne font varier les niveaux d’ARNm de NF-kB p65 (Fig. 16A). La phosphorylation 
nucléaire et totale de NF-kB p65 sur la sérine 536 et les niveaux protéiques nucléaires et 
totaux de NF-kB p65 et p50 ont ensuite été analysés par immunobuvardage. D’abord, la 
phosphorylation nucléaire et totale de la sérine 536 de NF-kB p65 augmente de façon 
équivalente dans les cellules IEC-6 shCtrl 5 et 9 et shHDACl 18 et 21 dès 10 minutes 
d’induction à F IL-1P (Fig. 16B et 16C). Par contre, entre 30 minutes et 2 heures 
d’induction, le niveau de phosphorylation dans les cellules IEC-6 shHDACl 18 et 21 est 
prolongé et est plus élevé que dans les cellules IEC-6 shCtrl 5 et 9 (Fig. 16B et 16C). À 
l’opposé, les niveaux protéiques nucléaires et totaux de NF-kB p65 sont diminués de base 
ainsi qu’en réponse à FIL-1P dans les cellules IEC-6 shHDACl 18 et 21 comparativement 
aux cellules IEC-6 shCtrl 5 et 9 (Fig. 16B et 16C). Ces résultats montrent, qu’en l’absence 
de HDACI, une proportion plus importante de NF-kB p65 est phosphorylée et ce, de façon 
prolongée. L’expression protéique de la sous-unité p50 a également été analysé puisque, en 
complexe avec p65, elle forme le dimère de NF-kB le plus abondant dans la pluspart des 
types cellulaires (Ghosh et al., 1998). Ainsi, comme pour p65, en absence de HDACI, les 
niveaux protéiques nucléaires et totaux de p50 sont diminués de base et en réponse à l’IL- 
ip (Fig. 16B et 16C).
Par la suite, la phosphorylation nucléaire de la sérine 105 de C/EBPp LAP ainsi que les 
niveaux protéiques nucléaires et totaux des isoformes LAP et LIP de C/EBPP ont été 
analysés par immunobuvardage (Fig. 17). La phosphorylation de C/EBPP LAP est 
augmentée de base ainsi qu’en réponse à FIL- lp dans les cellules IEC-6 shHDACl 18 et 21 
comparativement aux cellules IEC-6 shCtrl 5 et 9 (Fig. 17A). La phosphorylation de 
C/EBPP LAP atteint son niveau maximal après 2 heures d’induction à l’IL-ip et diminue 
après 4 heures en l’absence de HDACI, tandis que dans les cellules contrôle, le maximum 
de phosphorylation est atteint dès 30 minutes et n’est déjà plus détectable après 2 heures 
(Fig. 17A). La phosphorylation de la sérine 105 de C/EBPp LAP est donc augmentée et 
prolongée en l’absence de HDACI. Les niveaux protéiques totaux et nucléaires de C/EBPP 
LAP et LIP sont diminués de base et également en réponse à l’IL-ip dans les cellules dont
l'expression d’HDACl est réduite comparativement aux cellules IEC-6 shCtrl 5 et 9 (Fig. 
17B). Ainsi, tel qu'observé pour NF-kB p65, la perte de HDACI entraîne une 
augmentation ainsi qu’une prolongation de la phosphorylation de C/EBPP LAP dans les 
cellules IEC-6.
Finalement, la phosphorylation ainsi que l’expression protéique des MAPK p38 et JNK, 
c’est-à-dire les isoformes 1 et 2, ont été analysées par immunobuvardage. Suivant une 
stimulation à l’IL-10, la phosphorylation de p38 est augmentée après 10 minutes, diminue 
après 30 minutes et est augmentée de nouveau après 2 heures dans les cellules shCtrl. Dans 
les cellules IEC-6 shHDACl, le niveau de phosphorylation de p38 est diminué, mais 
semble toutefois être prolongé, puisqu’aucune diminution de la phosphorylation n’est 
observée à 30 minutes d’induction à l’IL-ip. Toutefois, en l’absence de HDACI, 
l’expression protéique totale de p38 est diminuée, ce qui peut expliquer la diminution de 
phosphorylation observée (Fig. 18 A). Quant à JNK, la phosphorylation sur la thréonine 183 
et la tyrosine 185 ainsi que l’expression protéique totale sont diminuées dans les cellules 
IEC-6 shHDACl comparativement aux cellules IEC-6 contrôles (Fig. 18B).
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Figure 16: En réponse à l’IL-ip, l’absence de HDAC1 prolonge la phosphorylation 
deNF-xB p65 malgré la diminution des niveaux protéiques de NF-kB p65 et p50. A)
L’ARN total des cellules IEC-6 shCtrl 5 et 9 et shHDACl 18 et 21 confluentes, stimulées 
ou non à l'IL-ip (10 ng/ml) pendant 24 heures. L’expression en ARNm de NF-kB p65 a été 
analysée par RT-PCR semi-quantitatif. L’expérience a été réalisée en duplicata et une 
expérience représentative est présentée. B et C) Les protéines nucléaires (B) et totales (C) 
ont été isolées des cellules IEC-6 shCtrl 5 et 9 et shHDACl 18 et 21 traitées ou non avec 10 
ng/ml d’IL-ip pendant 10 minutes, 30 minutes, 1 heure, 2 heures et 4 heures. La 
phosphorylation de la sérine 536 de NF-kB p65 et l’expression protéique de p65 et p50 ont 
été analysées par immunobuvardage à l’aide d’anticorps spécifiques. La lamine B a été 
utilisée comme contrôle pour les niveaux protéiques. L’expérience a été réalisée en 
triplicata et une expérience représentative est présentée.
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Figure 17: En réponse à l’IL-lp, la perte de HDAC1 entraîne une augmentation et une 
prolongation de la phosphorylation de C/EBPp malgré la diminution des niveaux 
protéiques de C/EBPp. A) et B) Les protéines nucléaires (A) et totales (B) ont été isolées 
des cellules IEC-6 shCtrl 5 et 9 et shHDACl 18 et 21 traitées ou non avec 10 ng/ml d’IL- 
ip pendant 10 minutes, 30 minutes, 1 heure, 2 heures et 4 heures. La phosphorylation de la 
sérine 105 de C/EBPp LAP et l’expression protéique de C/EBPP LAP et LIP ont été 
analysées par immunobuvardage à l’aide d’anticorps spécifiques. La lamine B a été utilisée 
comme contrôle pour les niveaux protéiques. L’expérience a été réalisée en triplicata et une 
expérience représentative est présentée.
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Figure 18: La perte de HDAC1 entraîne une diminution de la phosphorylation et de 
l’expression protéique des MAPK p38 et JNK de base et en réponse à l’IL-ip. Les
protéines totales ont été isolées des cellules IEC-6 shCtrl 5 et shHDACl 18 traitées ou non 
avec 10 ng/ml d’IL-lp pendant 10 minutes, 30 minutes, et 2 heures. La phosphorylation de 
p38 et son expression protéique totale (A) et la phosphorylation de JNK sur la thréonine 
183 et la tyrosine 185 et son expression protéique totale (B) ont été analysées par 
immunobuvardage à l’aide d’anticorps spécifiques. L’actine a été utilisée comme contrôle 
pour les niveaux protéiques. L’expérience a été réalisée en triplicata et les résultats 
représentatifs d’une expérience sont présentés.
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2.3 HDAC1 module différentiellement l ’expression de différentes cytokines pro­
inflammatoires et de protéines de la phase inflammatoire aiguë (APP)
Les cellules IEC-6 shCtrl 5 et 9 et shHDACl 18 et 21 ont été stimulées pendant 24 heures à 
IL-1(3, puis l’expression de différentes cytokines et protéines impliquées dans la réponse 
inflammatoire a été analysée par PCR semi-quantitatif (Fig. 19). Cette analyse a permis de 
mettre en évidence une réponse différentielle de HDAC1 dans le contrôle de la réponse 
inflammatoire puisque cinq patrons d’expression différents ont été trouvés suivant la perte 
de HDAC1 dans les cellules IEC-6. Premièrement, l’expression de l’haptoglobine (Hp) et 
du kininogène 1 (Kngl), deux protéines plasmatiques de réponse inflammatoire aiguë, est 
augmentée de base ainsi qu’en réponse à l’IL-lp. Deuxièmement, les chimiokines Ccl2, 
Ccl5, Ccl20 et Cxcll ainsi que le complément C3 et iNOS présentent des niveaux de base 
réduits, accompagnés de niveaux induits inchangés par rapport aux cellules contrôles. 
Toutefois, l’augmentation de l’expression de ces gènes en réponse à l’IL-l(3 est beaucoup 
plus importante dans les cellules IEC-6 shHDACl puisque leurs niveaux de base sont plus 
bas que dans les cellules IEC-6 shCtrl. Troisièmement, l’expression de la chimiokine 
Cxcl2, qui n’est pas exprimée de base dans les CEI (Ohno et al., 1997), est augmentée en 
réponse à l’IL-lp. Quatrièmement, l’expression de la protéine plasmatique de réponse 
inflammatoire aiguë A2m est complètement abolie puis finalement, l’expression de gènes 
tels que Lcn2 et GAPDH, utilisé comme contrôle de la quantité des ARNm, est inchangée.
Ensuite, la sécrétion de cytokines par les cellules IEC-6 shCtrl et shHDACl de base et 
suivant un traitement à l’IL-lp de 24 heures a été analysée à l’aide d’une micropuce à 
cytokines commerciale, ce qui a permis de trouver trois différents patrons de sécrétion. 
Dans un premier cas, en l’absence de HDAC1, la sécrétion des cytokines Ccl2 et Cxcl3 est 
diminuée de base, puis, après une stimulation pro-inflammatoire à l’IL-ip, leur sécrétion 
est augmentée. De façon intéressante, l’augmentation de sécrétion est d’autant plus 
importante dans les cellules IEC-6 shHDACl puisque leurs niveaux de base sont plus bas 
que dans les cellules IEC-6 shCtrl (Fig. 20A). D’autres cytokines, Ccl20, Cxcl2, Cxcl5, 
Cx3cll et Timpl, ne sont pas sécrétées de base, ni par les cellules IEC-6 shCtrl ni par les 
shHDACl. Par contre, suivant l’induction à l’IL-ip, la sécrétion de trois de ces cytokines,
67
soit Ccl20, Cxcl5 et Cx3cll, est diminuée dans les cellules IEC-6 shHDACl par rapport 
aux cellules IEC-6 shCtrl (Fig. 20B). À l’opposé, la sécrétion des cytokines Cxcl2 et Timpl 
est considérablement augmentée en l’absence de HDAC1 et en présence d’IL-lp, 
contrairement aux cellules contrôle (Fig. 20C). Remarquablement, les patrons de sécrétion 
obtenus pour les cytokines Ccl2 et Cxcl2 corrèlent avec les patrons d’expression observés 
par PCR semi-quantitatif, au niveau de l’ARNm (Fig. 19).
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Figure 19: La perte de HDAC1 modifie les profils d ’expression de différents 
gènes de réponse inflammatoire en réponse à l’EL-ip. Les cellules IEC-6 shCtrl S et 9 et 
shHDACl 18 et 21 ont été induites avec ou sans IL-1P (10 ng/ml) pendant 24 heures. 
L’ARN total des cellules a ensuite été isolé et l’expression en ARNm de différents gènes de 
réponse inflammatoire a été analysée par RT-PCR semi-quantitatif. L’expérience a été 
réalisée en duplicata et un résultat typique est présenté.
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Figure 20: La perte de HDAC1 modifie la sécrétion de différentes cytokines par les 
IEC-6 dans un contexte inflammatoire Les cellules IEC-6 shCtrl 5 et 9 et shHDACl 18 
et 21 ont été cultivées dans une plaque 24 puits jusqu’à 90% de confluence et ont été 
induites avec ou sans IL-ip (10 ng/ml) pendant 24 heures. Le surnageant des cellules IEC-6 
shCtrl 5 et 9 et shHDACl 18 et 21 a été recueilli et respectivement combiné. La sécrétion 
de cytokines dans le surnageant a été mesurée à l’aide d’une micropuce à cytokines 
commerciale (A à C). L’intensité de fluorescence a été mesurée avec l’appareil 
ScanArray™ Express Microarray Scanner. L’expérience a été réalisée en duplicata et les 
moyennes des deux expériences sont présentées.
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3. HDAC1 et la réponse au stress du rétlculum endoplasmique
De récentes études ont mis en évidence un lien important entre l’inflammation intestinale et 
le stress du RE (McGuckin et a l, 2010). Il a également été montré que les HDACi peuvent 
induire dans des cellules tumorales l’expression de la chaperonne GRP78, qui joue un rôle 
fondamental dans le stress du RE menant à l’UPR (Baumeister et a l,  2009). D’autres 
évidences montrent que HDACI pourrait contrôler négativement le promoteur de GRP78 
(Baumeister et a l, 2009). En plus de GRP78, le facteur de transcription CHOP, dont la 
stabilité pourrait être contrôlée par les HDACs, dont HDACI, peut induire l’apoptose si le 
stress du RE n’est pas contrôlé (Ohoka et a l, 2007). Ainsi, l’expression de gènes impliqués 
dans l’UPR, dont GRP78 et CHOP, s’avère extrêmement utile afin de mesurer le stress du 
RE (McGuckin et al, 2010).
Afin de vérifier si la perte de HDACI modifie ou non l’expression de gènes impliqués dans 
l’induction du stress du RE, l’expression de CHOP et de GRP78 a été analysée par PCR 
semi-quantitatif dans les cellules IEC-6 shCtrl 5 et 9 et shHDACl 18 et 21. L’absence de 
HDACI ne modifie pas l’expression en ARNm de ces deux gènes (Fig. 21). Afin de 
vérifier si la perte de HDACI modifie la réponse au stress du RE, c’est-à-dire l’UPR, les 
cellules IEC-6 shCtrl 5 et 9 et shHDACl 18 et 21 ont été traitées avec la tunicamycine 
(Tu), un composé chimique qui, par l’inhibition de la N-glycosylation, entraîne la 
malformation de protéines qui s’accumulent dans le RE (Cox et al., 2011). L’expression 
protéique de gènes impliqués dans l’UPR a ensuite été observée par immunobuvardage. 
Seuls les résultats obtenus avec les cellules IEC-6 shCtrl 5 et IEC-6 shHDACl 18 sont 
présentés puisqu’ils sont représentatifs de ceux obtenus avec les 2 autres clones (Fig. 22). 
Dans les cellules IEC-6 shCtrl, l’expression de CHOP est induite dès 4 heures de 
stimulation avec la Tu et atteint son maximum vers 8 heures, tandis que dans les cellules 
IEC-6 shHDACl, l’expression de CHOP n’est induite que très faiblement après 8 heures et 
atteint son maximum après 24 heures. L’expression protéique de GRP78 est faiblement 
augmentée suite à l’induction du stress du RE. Toutefois, de façon similaire à CHOP, son 
expression est augmentée plus rapidement dans les cellules IEC-6 shCtrl que dans les 
cellules shHDACl. De plus, l’analyse par immunobuvardage des isoformes LAP et LIP de
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C/EBPP, qui forment des hétérodimères avec CHOP (Ohoka et ai, 2007), a montré, comme 
pour CHOP et GRP78, que l’expression de ces deux protéines est diminuée en réponse au 
stress du RE dans les cellules IEC-6 shHDACl et shCtrl. En résumé, l’absence de HDACI 
modifie l'UPR en retardant l’induction de CHOP et de GRP78.
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Figure 21: L’absence de HDACI ne modifie pas l’expression en ARNm de CHOP et 
de GRP78 L’ARN total des cellules IEC-6 shCtrl 5 et 9 et shHDACl 18 et 21 confluentes 
a été isolé et l’expression en ARNm de CHOP et GRP78 a été analysée par RT-PCR semi- 
quantitatif. L’expérience a été réalisée en duplicata et les résultats représentatifs d’une 
expérience sont présentés.
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Figure 22: L’absence de HDACI retarde l’expression de CHOP et GRP78 en réponse 
à l’induction du stress du réticulum endoplasmique dans les cellules IEC-6 Les
cellules IEC-6 shCtrl 5 et shHDACl 18 confluentes ont été traitées à la tunicamycine 
( 1 pg/ml) pendant 2 heures, 4 heures, 8 heures, 24 heures et 48 heures. Les protéines totales 
ont été extraites et l’expression protéique de CHOP, GRP78 et C/EBP(3 a été analysée par 
immunobuvardage à l’aide d’anticorps spécifiques. L’actihe a été utilisée comme contrôle 
pour les niveaux protéiques. L’expérience a été réalisée en duplicata et les résultats 
représentatifs d’une expérience sont présentés.
DISCUSSION
1. Modifications phénotypiques des IEC-6 suivant la perte de HDACI
1.1 La perte de HDACI entraîne une augmentation post-transcriptionnelle de HDAC2
La perte de HDACI dans les cellules IEC-6 entraîne une augmentation protéique de 
HDAC2 sans toutefois modifier son expression en ARNm. Par conséquent, l’augmentation 
de l’expression de HDAC2 est soit post-transcriptionnelle ou post-traductionnelle. Ce 
phénomène a été observé dans plusieurs autres types cellulaires dans lesquels l’expression 
de HDACI fut inhibée, entre autres dans les cellules embryonnaires souches, les cellules de 
carcinomes embryonnaires F9, les lymphocytes T et des fibroblastes immortalisés (Jurkin 
et al., 2011). Le mécanisme expliquant cette augmentation n’a pas encore été décrit. 
Toutefois, deux hypothèses ont été proposées. Il serait possible que l’absence de HDACI 
entraîne une augmentation de la traduction de HDAC2 ou encore qu’elle mène à une 
diminution de la dégradation protéique de HDAC2 (Dovey et al, 2010). En corrélation 
avec la seconde hypothèse, il a été montré dans les cellules HEK293T que la dégradation 
protéosomale de HDAC2 peut être induite par le VPA, un inhibiteur sélectif des HDACs de 
classe I et lia (Krâmer et al., 2003; Bolden et al., 2006). Le VPA, à l’instar de différents 
HDACi, induit l’expression de l’ubiquitine conjugase Ubc8 et de l’ubiquitine ligase RLIM, 
qui sont responsables de la poly-ubiquitination et ultimement de la dégradation 
protéosomale de HDAC2 (Kràmer et al., 2003). Il est donc possible que la perte de HDACI 
inhibe l’expression d’Ubc8 ou de RLIM, diminuant ainsi la dégradation de HDAC2, ce qui 
pourrait expliquer l’augmentation protéique observée.
De plus, l’augmentation protéique de HDAC2 est spécifique, puisque l’expression de 
HDAC3 et de différents partenaires de HDACI dans les complexes corépresseurs n’est pas 
modifiée par l’absence de HDACI. Cette spécificité pourrait, entre autres, s’expliquer par 
le fait que HDACI et HDAC2 forment des homo- ou des hétérodimères obligatoires afin 
d’être recruté par des facteurs de transcription ou de s’associer à des complexes
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corépresseurs (Haberland et al., 2009). De plus, HDACI et HDAC2 ont des fonctions 
redondantes et compensatoires, bien que des études de délétions spécifiques ou combinées 
révèlent que HDACI et HDAC2 possèdent également des rôles spécifiques (Jurkin et al., 
2011). Or, dans les cellules embryonnaires souches, contrairement à la perte d'expression 
d’HDACl, la perte de HDAC2 n’entraîne pas une augmentation de l’expression de HDACI 
(Dovey et al., 2010). Par contre, des résultats obtenus dans notre laboratoire montrent que, 
l’inhibition de l'expression de HDAC2 par ARN interfèrent dans les IEC-6, entraîne une 
augmentation de l’expression protéique de HDACI (non montré).
1.2 La morphologie des cellules IEC-6 est modifiée par l ’absence de HDACI
La perte de HDACI dans les IEC-6 modifie leur morphologie. Comme l’intérêt de cette 
étude est axé sur la réponse inflammatoire intestinale, les mécanismes moléculaires 
expliquant ce résultat n’ont pas été investigués. Toutefois, à la lumière de quelques études, 
il est possible de discuter de l’implication de HDACI dans cette modification 
phénotypique. D’abord, une analyse de l’acétylome a permis de montrer l’importance des 
HATs et des HDACs dans la morphologie cellulaire, grâce à l’identification de 50 protéines 
pouvant être acétylées et étant impliquées dans la réorganisation du cytosquelette 
(Choudhary et al., 2009). Une analyse par micropuce du profil génique de cellules 
embryonnaires souches murines déficientes en HDACI a également permis de révéler que 
l’expression de gènes impliqués dans la morphologie cellulaire peut être modulée par 
HDACI. En effet, l’expression de près d’une vingtaine de gènes est diminuée alors que 
l’expression d’une trentaine de gènes impliqués dans la morphologie cellulaire est 
augmentée en absence de HDACI (Zupkovitz et al., 2006). De plus, il a été montré que 
HDACI est un régulateur négatif de l’expression de la GTPase RhoB, qui est impliquée 
dans la réorganisation du cytosquelette d’actine dans des processus cellulaires dont la 
prolifération, la différenciation, la migration et l’adhésion cellulaire (Yoon et al., 2007). De 
plus, HDACI est un répresseur majeur de l’expression de la E-cadhérine, qui est une 
molécule d’adhésion dominante dans l’établissement des jonctions adhérentes dans les 
cellules épithéliales (Kim et al., 2011). Au niveau de l’épithélium intestinal, le rôle de 
barrière protectrice des CEI leur est principalement conféré grâce à leur structure polarisée
76
et à leur capacité à établir différents types de jonctions permettant une régulation sélective 
de l’échange entre la lumière intestinale et les tissus lymphoïdes sous-jacents (Artis, 2008; 
Groschwitz et Hogan, 2009). Ainsi, dans le contexte de Mil, la modification de la 
morphologie des CEI, due à la perte de HDACI ou à son inhibition spécifique par exemple, 
résulterait fort probablement en une dérégulation de la barrière protectrice, soit par une 
modification de la polarité baso-latérale des CEI ou encore par une modification de leur 
capacité à établir des jonctions cellulaires adéquates. La dérégulation de la barrière 
épithéliale pourrait entre autres favorisée l’infiltration de microorganismes sous 
l’épithélium intestinal et par le fait même stimulée la réponse inflammatoire. Bref, à la 
lumière des résultats obtenus et d’études publiées à ce jour, il est clair que HDACI a un 
rôle dans l’organisation de la morphologie des CEI. L’analyse de l’expression génique et 
ou protéique de différentes protéines impliquées dans ce processus serait par conséquent 
très intéressante dans notre modèle cellulaire.
1.3 La prolifération des IEC-6 diminue en l ’absence de HDACI
Le rôle de HDACI en tant que régulateur positif de la prolifération cellulaire est bien 
connu. Entre autres, une diminution de la prolifération est associée à la perte de HDACI 
dans des embryons de souris et des cellules embryonnaires souches (Lagger et al., 2002). 
Cette étude, et d’autres, ont expliqué ce phénotype en montrant que l’absence de HDACI 
entraîne une augmentation de l’expression des inhibiteurs de kinases cycline-dépendantes 
(cki) p21 et p27, impliqués dans le contrôle du cycle cellulaire (Lagger et a l, 2002; 
Zupkovitz et al., 2010). Nous ne nous sommes malheureusement pas attardés à l’étude de 
ce phénotype dans notre modèle cellulaire. Toutefois, il est fort probable que l’expression 
de p21, de p27 ou d’autres cki impliqués dans la régulation du cycle cellulaire soit 
augmentée dans les cellules IEC-6 n’exprimant plus HDACI, expliquant la diminution de 
prolifération observée. La prolifération des CEI est essentielle au maintien de l’homéostasie 
intestinale et à la réparation tissulaire lors de l’inflammation intestinale (Wells et al., 2010; 
Sturm et Dignass, 2008). Or, à l’instar des HDACi, l’inhibition spécifique de l’expression 
de HDACI, n’aurait pas l’effet anti-inflammatoire souhaité puisqu’elle entraîne la
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diminution de la prolifération des CEI et, par conséquent, réduirait fort probablement 
l’efficacité de la réparation tissulaire lors de la réponse inflammatoire intestinale.
1.4 L ’activité désacétylase du complexe Sin3 est diminuée suivant la perte de HDACI
L’activité désacétylase nucléaire a été mesurée dans les cellules IEC-6 shHDACl et 
comparée à celle des IEC-6 shCtrl. Contrairement à ce qui a déjà été obtenu dans différents 
types cellulaires, dont les cellules embryonnaires souches (Lagger et al., 2002), la perte de 
HDACI dans les IEC-6 n’entraîne pas de modification de l’activité désacétylase nucléaire. 
Cela peut s’expliquer de deux façons. D’abord, lors de la mesure de l’activité désacétylase, 
nous avions choisi de mesurer l’activité désacétylase nucléaire plutôt que l’activité 
désacétylase globale puisque HDACI réside et exerce sa fonction désacétylase uniquement 
dans le noyau. Toutefois, plusieurs autres HDACs, dont les HDACs de classe I, II et IV, 
peuvent aussi y exercer leur fonction désacétylase (Peserico et Simone, 2010). Certaines 
sirtuines peuvent aussi exercer leur fonction dans le noyau, mais la trousse choisie pour 
mesurer l’activité désacétylase fait appel à un substrat qui ne peut être désacétylé que par 
les HDACs dépendant du zinc. Ainsi, lors de la mesure de l’activité désacétylase dans les 
cellules IEC-6 shHDACl, bien qu’il doit y avoir une perte d’activité désacétylase associée 
à HDACI, il est possible que cette diminution d’activité ne soit pas mesurable due à la 
présence de nombreuses autres HDACs nucléaires qui peuvent désacétyler le substrat 
utilisé pour l’essai. D’autre part, dans les CEI, la perte de HDACI entraîne une 
augmentation de l’expression protéique de HDAC2.
À la lumière de ces hypothèses, nous avons ensuite mesuré l’activité désacétylase 
spécifique à HDACI, HDAC2 et au complexe corépresseur Sin3a suivant 
l’immunoprécipitation de HDACI, HDAC2 et mSin3a. Les résultats obtenus montrent que 
dans les cellules IEC-6 shHDACl, l’activité désacétylase de HDACI et du complexe 
corépresseur Sin3a est diminuée mais que celle de HDAC2 est inchangée. Ainsi, il est 
possible de conclure que la perte de HDACI, dans les IEC-6, n’entraîne pas de 
modifications globales de l’activité désacétylase mais qu’elle peut modifier l’activité
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désacétylase associée au complexe corépresseur Sin3a. Dans cette optique, il serait 
intéressant de mesurer l’activité désacétylase des autres complexes corépresseurs, soit 
CoREST et NuRD, dont HDACI fait partie. De plus, de façon intéressante, il semble qu’au 
niveau de l’activité désacétylase, la perte de HDACI ne soit pas compensée par HDAC2, 
bien que l’expression protéique de celle-ci soit augmentée en son absence.
1.5 L ’absence de HDACI modifie la réponse au TSA
Bien qu’il ait été montré, dans différents types cellulaires, que HDACI peut désacétyler 
spécifiquement la lysine 56 de l’histone H3 ainsi que la lysine 5 de l’histone H4 (Dovey et 
al., 2010; Ma et Schultz, 2008), nous n’avons pas observé de modifications significatives 
des niveaux d’acétylation globaux de ces lysines spécifiques et des histones H3 et H4 en 
l’absence de HDACI dans les cellules IEC-6. B est possible que la perte de HDACI 
entraîne, tel qu’attendu, une augmentation de l’acétylation, mais à des promoteurs 
spécifiques, tel qu’au promoteur de l’Hp (Turgeon et al., 2008) ou encore de Cxcl2 (Ohno 
et ai, 1997). Il serait donc intéressant de vérifier l’acétylation aux promoteurs de gènes 
spécifiques par immunoprécipitation de la chromatine. De plus, il a précédemment été 
montré que HDAC2 peut agir comme un imposteur et remplacer HDACI dans les 
complexes corépresseurs et compenser pour la perte de ce dernier (Zupkovitz et a i, 2006). 
Or, cela ne semble pas être le cas dans les IEC-6 puisque nous avons montré qu’en absence 
de HDACI l’activité désacétylase de HDAC2 n’est pas modifiée.
Par contre, suivant le traitement des cellules avec deux HDACi possédant des sélectivités 
différentes, le NaBu qui inhibe principalement les HDACs de classe I et II et le TSA qui 
inhibe tous les HDACs à l’exception des sirtuines (Fig. 6), nous avons montré que les 
cellules IEC-6 shHDACl sont plus sensibles à l’effet du TSA sur les patrons d’acétylation. 
En effet, en l’absence de HDACI, le TSA augmente l’acétylation de la lysine 5 de l’histone 
H4 et l’acétylation des histones H3 et H4 mais ne modifie pas l’acétylation de la lysine 56 
de l’histone H3. Le NaBu n’a aucun effet significatif supplémentaire par rapport aux 
cellules contrôles traitées. Une étude récente a permis de mettre en évidence le fait que les
79
HDACi, que l’on croyait à l’origine non sélectifs, peuvent être plus sélectifs pour certains 
HDACs ou pour certains complexes corépresseurs (Bantscheff et al., 2011). L’une de nos 
hypothèses pour expliquer le résultat obtenu est que certaines HDACs, autres que HDACI, 
sont plus sensibles à l’inhibition par le TSA. Ainsi, dans les cellules IEC-6 shCtrl, HDACI 
étant moins sensible au TSA, une augmentation modérée de l’acétylation est observée. 
Puis, dans les cellules IEC-6 shHDACl, une augmentation de l’acétylation plus importante 
est observée, possiblement due au fait que l’inhibition par le TSA des autres HDACs est 
plus efficace, vue l’absence de HDACI. Notre seconde hypothèse est que, dans les cellules 
IEC-6, l’acétylation de la lysine 5 de l’histone H4 est une modification spécifique à 
HDACI. Dans les cellules IEC-6 shHDACl non traitées, il est possible qu’en l’absence de 
HDACI, il y ait une augmentation modérée de l’acétylation sur cette lysine, non 
perceptible par immunobuvardage. Puis, en combinaison avec le traitement au TSA, 
l’inhibition d’autres HDACs favoriserait une augmentation synergique de l’action des 
HATs sur la lysine 5 de l’histone 4. En effet, les HDACs et des HATs sont recrutés 
alternativement aux promoteurs de gènes afin de réguler leur expression en maintenant un 
équilibre entre l’acétylation et la désacétylation (Peserico et Simone, 2010). Ainsi, 
l’absence de HDACI favoriserait peut-être le recrutement de HATs à la chromatine. En 
résumé, la perte de HDACI dans les cellules IEC-6 semble modifier la sensibilité à certains 
HDACi.
2. HDACI et la réponse Inflammatoire intestinale
2.1 HDACI module l ’activité transcriptionnelle de facteurs de transcription et de kinases 
impliqués dans l ’induction de la réponse inflammatoire
Dans les IEC-6, suivant l’induction d’une réponse inflammatoire par l’IL-ip, nous avons 
montré pour la première fois que la perte de HDACI entraîne une augmentation et une 
prolongation de la phosphorylation de p65 accompagné d’une diminution de l’expression 
protéique nucléaire et totale des sous-unités p65 et p50 de NF-kB. L’implication des 
HDACs dans la régulation négative de l’activité transcriptionnelle de NF-kB est bien
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connue. Entre autres, il a été montré que HDACI et HDAC2, par une interaction avec la 
sous-unité p65 de NF-kB, contribuent à la régulation négative de l’expression des gènes 
dépendant de NF-kB (Ashbumer et al., 2001). Dans notre modèle, nous montrons pour la 
première fois, que l’inhibition spécifique de HDACI entraîne une diminution post- 
transcriptionnelle de l’expression de la sous-unité p65 de NF-kB. L’ARNm de p65 n’est 
modulé ni par l’absence de HDACI, ni par l’IL-ip, alors que l’expression protéique de p65 
et de p50 est nettement diminuée en l’absence de HDACI, de base et en réponse à l’IL-lp. 
II est possible que la perte de HDAC1 favorise un mécanisme qui permet la dégradation par 
le protéasome des sous-unités p65 et p50 de NF-kB (Saccani et al., 2004) et/ou qui affecte 
la traduction d’un sous-groupe de gènes (Sadoul et al., 2008). Quant à la phosphorylation 
de p65 sur la sérine 536, nous observons une augmentation ainsi qu’une prolongation de la 
phosphorylation de p65 en l’absence de HDACI. Cette modification post-traductionnelle 
est très importante dans la régulation de l’activation de NF-kB puisqu’elle facilite le 
recrutement du complexe coactivateur p300 en plus de promouvoir l’activité 
transcriptionnelle de p65 (Chew et al., 2009; Dai et al., 2011). Dans ce sens, il a été 
montré, dans des cellules hématopoïétiques cancéreuses, qu’un traitement avec un HDACi 
non sélectif, le vorinostat, induit la phosphorylation de la kinase IKKJ3 qui augmente la 
phosphorylation de la sous-unité p65 de NF-kB (Dai et al., 2011). D’autres protéines IKK 
pouvant phosphoryler NF-kB sur la sérine 536 ont également été identifiées, notamment 
IKKa et IKKe (Buss et al., 2004). Il est donc possible que l’augmentation de 
phosphorylation que nous observons dans les cellules IEC-6 shHDACl soit due à une 
augmentation de l’expression ou de l’activité des kinases en amont de HDACI, 
possiblement due à une augmentation de l’acétylation de ces facteurs en l’absence de 
HDACI, ou encore par l’inhibition de l’expression de phosphatases qui 
déphosphoryleraient la sérine 536 de p65. Par exemple, WIP1 est une phosphatase qui 
régule négativement l’activité transcriptionnelle de la sous-unité p65 en la déphosphorylant 
spécifiquement au niveau de la sérine 536 (Chew et al., 2009). Il est possible, qu’en 
l’absence de HDACI, l’expression de WIP1 et/ou de son activité kinasique soient 
retardées, ce qui expliquerait le maintien de la phosphorylation de la sérine 536 de p65 dans 
les cellules IEC-6 shHDACl, comparativement aux cellules IEC-6 shCtrl. Donc, l’absence 
de HDACI affecte de deux façons la régulation de p65, soit par une augmentation de la
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durée de la phosphorylation de la sérine 536 de p65 en réponse à l’IL-ip, soit par une 
diminution de son expression protéique.
Quant à C/EBPp, une étude publiée par notre laboratoire a montré que lors de la réponse 
inflammatoire induite par l’IL-ip dans les IEC-6, les HDACi NaBu et TSA entraînent une 
diminution de l’expression en ARNm de C/EBPP (Désilets et al., 2000). De façon similaire, 
les résultats que nous avons obtenus suivant l’inhibition spécifique de l'expression de 
HDACI dans les IEC-6, montrent que l’expression protéique nucléaire et totale des 
isoformes C/EBPP LAP et LIP est diminuée de base et lors de l’induction de la réponse 
inflammatoire par l’IL-ip. Ces résultats suggèrent donc un rôle de HDACI dans la 
régulation de l’expression de C/EBPp. Différentes études ont déjà montré une implication 
de HDACI dans la régulation de l’activité transcriptionnelle de C/EBPs (Abdou et al., 
2011; Turgeon et al., 2008). Entre autres, HDACI, en complexe avec mSin3a, interagit 
avec C/EBPp LIP, un dominant négatif, et contribue à son effet répresseur au niveau du 
promoteur de C/EBPa, inhibant par le fait même la différenciation des préadipocytes 
(Abdou et al., 2011). De plus, dans les cellules IEC-6, notre laboratoire a montré que 
HDACI, également en complexe avec mSin3a, régule négativement l’activité 
transcriptionnelle de C/EBPÔ en interagissant avec ce dernier (Turgeon et al., 2008). Ces 
résultats montrent que HDACI régule l’activité transcriptionnelle associée au C/EBPs, soit 
par une interaction directe ou en modifiant son expression protéique. De plus, comme pour 
NF-kB, nous avons montré que, malgré la diminution protéique de C/EBPP LAP, sa 
phosphorylation sur la sérine 105, qui promeut sa translocation au noyau et son activité 
transcriptionnelle (Liao et al., 1999), est augmentée et prolonogée dans les cellules IEC-6 
shHDACl par rapport aux celles IEC-6 shCtrl, de base et en réponse à l’IL-1 (3. 
Premièrement, il est possible que la perte de HDACI facilite la phosphorylation de C/EBPp 
sur la sérine 105 en augmentant l’activation de protéines kinases, telles que la S6 kinase 
ribosomale-1 (RSK1), par exemple en favorisant l’expression de celles-ci par le recrutment 
de facteurs de transcription et de co-activateurs à leur promoteur (Lee et Kim, 2006). 
Deuxièmement, il est aussi possible que l’inhibition de HDAC1 entraîne une diminution ou 
un retard de l’expression des phosphatases impliquées dans la déphosphorylation de 
C/EBPP LAP, ce qui expliquerait pourquoi nous observons une augmentation ainsi qu’une
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prolongation de la phosphorylation de cet isoforme en l’absence de HDACI. HDACI 
semble donc avoir des rôles mitigés dans la régulation de l’expression et de l’activation 
transcriptionnelle de C/EBPP puisque, bien que sa phosphorylation soit augmentée et 
prolongée, son expression protéique est nettement diminuée. Il est intéressant de constater 
que, à la fois pour C/EBPP et NF-kB p65, la proportion de protéines phosphorylées par 
rapport aux protéines totales est beaucoup plus élevée dans les cellules sans HDACI. 
Malgré la diminution de l’expression protéique de NF-kB p65 et de C/EBPp, un maintient 
de leur phosphorylation, tel qu’observé dans les IEC-6 shHDACl, pourrait entraîner un 
maintient de l’activation transcriptionnelle de ces facteurs et, par conséquent, entraîner une 
prolongation de la réponse inflammatoire intestinale.
Contrairement aux résultats obtenus avec NF-kB et C/EBPp, la phosphorylation ainsi que 
l’expression protéique des MAPKs p38 et JNK sont diminuées lors de la réponse 
inflammatoire, en l’absence de HDACI. Peu d’études ce sont attardés aux rôles des 
HDACs dans la régulation des MAPKs p38 et JNK. Une étude a montré une implication 
pour l’acétylation dans la régulation de voie en amont de la MAPK p38. En réponse au LPS 
et en combinaison avec le TSA, il a été montré que l’activité de la phosphatase MKP-1 
(mitogen-activated protein kinase 1) peut être régulée par l’acétylation. L’acétylation de 
MKP-1 favorise son activité phosphatase, ce qui résulte entre autres en une diminution de 
la phosphorylation des MAPKs p38 et JNK (Hsu et ai, 2011). Il est possible que, dans les 
IEC-6, la perte de HDACI inhibe la désacétylation de MKP-1. Ce qui pourrait également 
expliquer la diminution de phosphorylation observée. Finalement, pour ce qui est de la 
diminution de l’expression protéique des MAPK, il est possible que l’absence de HDACI 
modifie le recrutement des complexes corépresseurs aux promoteurs des gènes encodant 
pour ces deux kinases. Il est aussi possible que, contrairement à son rôle comme 
corépresseur, HDACI soit un régulateur positif de certains gènes. Par exemple, HDACI est 
requis pour l’induction de quelques gènes induits par le récepteur des glucocorticoïdes, et 
pourrait donc agir comme coactivateur (Qiu et al., 2006).
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2.2 HDACI module différentiellement l ’expression de différentes cytokines pro­
inflammatoires et de protéines de la phase inflammatoire aiguë (APP)
Des résultats précédemment obtenus dans notre laboratoire ont permis de montrer, grâce à 
l’utilisation du NaBu et du TSA, que les HDACs jouent un rôle différentiel dans la 
régulation de la réponse inflammatoire, avec des effets transcriptionnels variés comme 
l’inhibition ou l’activation de gènes spécifiques (Biais et al., 2007). Afin de vérifier le rôle 
spécifique de HDACI dans la régulation de la réponse inflammatoire, l’expression de 
différents gènes de réponse inflammatoires encodant des cytokines, des chimiokines et des 
APP ainsi que la sécrétion de certaines cytokines a été analysée. Cinq patrons d’expression 
différents, résumés dans le Tableau 4, et trois patrons de sécrétion de cytokines, présentés 
dans le Tableau 5, ont été obtenus et ont permis de montrer que l’inhibition spécifique 
deHDACl entraîne une modification différentielle de la réponse inflammatoire dans les 
CEI. En comparant les patrons d’expression et les patrons de sécrétion, il est possible 
d’identifier deux cytokines dont les patrons corrèlent, soit Ccl2 et Cxcl2.
Tableau 4: Résumé des patrons d’expression des gènes de réponse inflammatoire dans les 
cellules IEC-6 shHDACl obtenus par PCR semi-quantitatif.
Patrons d'expression Gènes cibles
Augmentation des niveaux de base 
Augmentation des niveaux induits Hp, Kng 1
Diminution des niveaux de base 
Niveaux induits inchangés
Ce 12, Ccl5, Ce 120, 
Cxcll, C3, iNOS
Niveaux de base inchangés 
Augmentation des niveaux induits Cxcl2
Diminution des niveaux de base 
Diminution des niveaux induits A2m
Niveaux de bases inchangés 
Niveaux induits inchangés Lcn2, GAPDH
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Tableau 5: Résumé des patrons de sécrétion des cytokines dans les cellules IEC-6 
shHDACl analysés par micropuce à cytokines.
Patrons de sécrétion Cytokines
Diminution des niveaux de base 
Augmentation des niveaux induits Ccl2, Cxcl3
Niveaux de base absents 
Diminution des niveaux induits
Ccl20, Cxcl5, 
Cx3cll
Niveaux de base absents 
Augmentation des niveaux induits Cxcl2, Timpl
D’abord, Ccl2 est une cytokine pro-inflammatoire induite en réponse à l’IL-ip et dont 
l’expression est augmentée chez des patients atteints de Mil (Reinecker et al., 1995; 
Danese et Gasbarrini, 2005). Sa principale fonction est de contribuer au recrutement de 
différents leucocytes, soit des monocytes, des cellules dendritiques et des cellules NK ainsi 
que des lymphocytes T lors de la réponse inflammatoire (Sorensen et al., 2004; Deshmane 
et al., 2009). Le promoteur de Ccl2 est caractérisé par une chromatine qui est dépourvue 
d’îlots CpG et qui est dépendant de complexes de remodelage de la chromatine, soit 
SWI/SNF, afin d’être transcriptionnellement actif (Ramirez-Carrozzi et al., 2009). Dans 
notre modèle, nous montrons que l’absence de HDACI diminue l’expression de base de 
Ccl2 en absence de stimuli. L’induction par l’IL-ip favorise une augmentation de son 
expression jusqu’à des niveaux comparables à ceux retrouvés dans les cellules IEC-6 
shCtrl. Notre hypothèse est que l’absence de HDACI modifie le recrutement de complexes 
coactivateurs ou corépresseurs au promoteur de ce gène, comme des protéines impliquées 
dans le remodelage de la chromatine. Il a récemment été montré dans les macrophages, que 
le TSA augmente l’expression ainsi que le recrutement au promoteur de gènes de réponse 
inflammatoire de la protéine Mi-2P (CHD4), qui remodèle la chromatine via sonactivité 
hélicase et qui est l’un des constituants du complexe corépresseur NuRD (Fig. 7) (Roger et 
al., 2011). Dans les cellules IEC-6 shHDACl, il est donc possible que la perte de HDACI 
modifie et favorise le recrutement de complexes corépresseurs, dont NuRD, ou d’autres 
complexes remodelant la chromatine, au promoteur de Ccl2. Cependant, nous n’avons 
observé aucune augmentation de Mi-2p dans les cellules dépourvues de HDACI, par PCR 
semi-quantitatif (non montré). De plus, il a été montré que le TSA peut inhiber le 
recrutement de l’ARN polymérase II aux promoteurs de certains gènes de réponse
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inflammatoires, dont l’IL-8, dans les cellules Hela (Furumai et al., 2011). Il n’est pas exclu 
que ce mécanisme puisse expliquer la diminution d’expression au promoteur de Ccl2 en 
l’absence de HDACI.
Tel que mentionné précédemment, en réponse à l’IL-1P, nous avons montré que l’absence 
de HDACI favorise une augmentation de l’expression de Ccl2 jusqu’à un niveau 
comparable à celui obtenu dans les cellules IEC-6 shCtrl. Par contre, comme les niveaux de 
base sont réduits, l’augmentation de l’expression de Ccl2 dans les cellules IEC-6 shHDACl 
est beaucoup plus importante que dans les cellules IEC-6 shCtrl. Comme le promoteur de 
Ccl2 est dépendant des complexes de remodelage de la chromatine (Ramirez-Carrozzi et 
al., 2009), il est possible que l’absence de HDACI favorise le recrutement du complexe 
SWI/SNF au promoteur de Ccl2 en réponse à l’IL-ip.
Cxcl2 est également une cytokine pro-inflammatoire et son expression est inductible, 
notamment en réponse à l’IL-ip (Ohno et al., 1997). Cette cytokine est responsable du 
recrutement des neutrophiles. Dans l’épithélium intestinal, elle est responsable de 
l’infiltration des neutrophiles et son expression est généralement augmentée chez des 
patients atteints de Mil (Ohtsuka et Sanderson, 2003). Il a été montré que Cxcl2 est 
exprimée dans les CEI et que son expression est modulée par les HDACs (Ohno et al., 
1997). D’abord, il a été montré que Cxcl2 n’est pas sécrétée de base par les cellules IEC-6 
et qu’une induction avec le NaBu ou le TSA n’entraîne pas non plus son expression. La 
production de Cxcl2 est activée uniquement suivant une induction à l’IL-ip et est 
augmentée de façon encore plus importante lors d’une induction combinée avec le NaBu ou 
le TSA (Ohno et al., 1997). De plus, il a été montré que l’effet des HDACi est bel et bien 
attribuable à l’inhibition de l’activité désacétylase puisque la modification de l’expression 
de Cxcl2 est accompagnée par une augmentation de l’acétylation de l’histone H4 (Ohno et 
al., 1997). Ces résultats corrèlent parfaitement avec les résultats obtenus dans notre modèle 
puisque nous montrons que, dans les IEC-6, Cxcl2 n’est pas exprimée de base dans les 
cellules IEC-6 shCtrl et shHDACl. Par contre, l’absence de HDACI potentialise la réponse 
à l’IL-ip et entraîne une augmentation de l’expression de Cxcl2 plus élevée que dans les 
cellules shCtrl exprimant HDACI. La corrélation entre ces résultats nous permet de
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suggérer que HDACI est le HDAC spécifique responsable du contrôle de l’expression de 
Cxcl2 dans les CEI. L’absence de HDACI pourrait mener à une augmentation de 
l’acétylation des histones localisées au promoteur de Cxcl2, ce qui ne serait pas suffisant à 
l’expression. En combinaison avec l’IL-ip, une synergie s’opérerait entre le recrutement et 
l’activation de facteurs de transcription impliqués dans la régulation de Cxcl2, notamment 
C/EBP et NF-kB, et les modifications préalables de la chromatine causées par l’absence de 
HDAC 1. Comme suggéré précédemment, il est possible que la chromatine acétylée recrute 
des protéines de remodelage, qui seules, ne sont pas suffisantes pour assurer la 
transcription, mais qui, en combinaison avec le signal provenant de l’IL-lp, créent une 
synergie permettant une expression accrue.
À la lumière de ces résultats, il serait extrêmement intéressant d’effectuer des essais 
d’immunoprécipitation de la chromatine afin d’étudier les promoteurs des différents gènes 
de réponse inflammatoire. Il serait pertinent de vérifier l’acétylation ainsi que le 
recrutement de facteurs de transcription et de complexes corépresseurs aux promoteurs de 
différents gènes de réponse inflammatoire, au minimum un gène par patron d’expression, 
afin d’élucider les rôles différentiels de HDACI dans la régulation de l’expression de ces 
gènes au niveau basai et en réponse à l’IL- ip.
3. HDACI et la réponse au stress du réticulum endoplasmique
L’analyse de l’expression des gènes de l’UPR, CHOP et GRP78, a d’abord permis de 
montrer que la perte de HDACI dans les CEI ne modifie pas l’expression de base de ces 
gènes. De façon intéressante, l’absence de HDACI inhibe l’induction de l’UPR suite à une 
activation par la tunicamycine. En effet, l’induction de CHOP, une cible en aval des voies 
de l’UPR, est retardée. Nous avons aussi observé que les cellules dépourvues de HDACI 
ont une cyotoxieité diminuée en réponse à la tunicamycine, tel que déterminé par essai 
d’incorporation de MTT (non montré). Nos résultats indiquent donc que HDACI aurait un 
effet positif sur l’UPR. Par contre, dans des cellules cancéreuses colorectales, un traitement 
au TSA induit une augmentation de l’expression de GRP78 et un accroissement de la
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susceptibilité au stress du RE. De plus, HDACI serait un régulateur négatif du promoteur 
de GRP78 (Baumeister et a i, 2009), Ces résultats contradictoires peuvent s’expliquer par le 
fait que les cellules IEC-6 ne sont pas des cellules cancéreuses et présentent une régulation 
de l’expression des gènes plus contrôlée. Nos résultats suggèrent donc un rôle positif 
important de HDACI dans le contrôle de l’UPR, puisque la réduction des niveaux de 
HDACI confère une résistance des CEI à la réponse au stress du RE. Dans Fépithélium 
intestinal, le stress du RE peut à la fois être une conséquence et un facteur initiateur de 
l’inflammation intestinale (Kaser et al., 2008). Ainsi, l’inhibition spécifique de HDACI 
dans les CEI peut avoir un rôle protecteur dans la réponse inflammatoire intestinale, 
notamment chez les patients atteints de Mil, en conférant une résistance au stress du RE. 
Finalement, comme l’expression de CHOP peut être induite en aval de trois voies 
différentes de l’UPR (Fig. 4), il serait intéressant d’analyser l’expression ainsi que la 
phosphorylation des différentes kinases et facteurs de transcription impliqués dans ces 
voies afin de déterminer à quel niveau HDACI joue un rôle dans la régulation de cette 
réponse cellulaire.
CONCLUSION ET PERSPECTIVES
Grâce à l’inhibition spécifique de HDAC1 dans les cellules IEC-6, nous avons montré pour 
la première fois, différents rôles spécifiques à cette HDAC dans l’homéostasie des CEI. 
Nous avons d’abord montré que la perte de HDAC1 entraîne des modifications 
phénotypiques importantes, dont une modification de la morphologie ainsi qu’une 
diminution de la prolifération cellulaire. Dans le contexte des Mil, ces modifications 
pourraient résulter en une perte de l’efficacité de l’épithélium à jouer son rôle de barrière 
protectrice et en une diminution de sa capacité à promouvoir la réparation tissulaire. Tel 
qu’observé dans d’autres types cellulaires, dont les cellules embryonnaires souches, nous 
avons montré que la perte de HDAC1 cause une augmentation post-transcriptionnelle de 
son homologue HDAC2. Par contre, bien que ces deux HDACs partagent des fonctions 
redondantes, nous avons montré que dans les CEI, l’absence de HDAC1 ne semble pas être 
compensée par HDAC2. D’abord, bien que nous ayons montré que l’absence de HDAC1 ne 
modifie pas l’activité désacétylase nucléaire globale des CEI, nous avons montré que sa 
perte modifie l’activité désacétylase du complexe corépresseur Sin3. HDAC1 et HDAC2 
font partie de ce complexe, soit sous forme d’homo- ou d’hétérodimères, ce qui suggère 
que HDAC2, malgré l’augmentation de son expression protéique en l’absence de HDAC1, 
ne compense pas pour HDAC1 au niveau de l’activité désacétylase dans les complexes 
corépresseurs. Nous avons ensuite montré que suivant l’inhibition spécifique de HDAC1, il 
y a une modification de la réponse à un HDACi, le TSA, et qu’en combinaison, ils 
semblent agir de façon synergique afin de promouvoir l’acétylation lysines-spécifique et 
globale des histones.
Nous avons également montré que HDACI contribue de façon différentielle à la régulation 
de la réponse inflammatoire dans les CEI. D’abord, nous avons montré pour la première 
fois que HDACI peut réguler directement l’expression de facteurs de transcription 
impliqués dans la réponse inflammatoire, soit NF-kB et C/EBPp. Nous avons d’abord 
constaté que la perte de HDACI entraîne une diminution de l’expression de C/EBPP et de 
NF-kB p65, mais qu'une proportion phis importante de ces protéines est phosphorylées.
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De plus, comme la phosphorylation est prolongée en réponse à l’IL-ip, il est possible 
qu’elle entraîne une augmentation dans la durée d’activation transcriptionnelle et, par 
conséquent, entraîner une prolongation de la réponse inflammatoire intestinale. La perte de 
HDACI mène aussi à une diminution de la phosphorylation et de l’expression des MAPKs 
p38 et JNK. De plus, des résultats préliminaires nous ont permis de montrer que HDACI 
confère une résistance des CEI à la réponse au stress du RE en retardant l’induction des 
protéines CHOP et GRP78. À la lumière de ces informations, il est possible d’émettre 
l’hypothèse que, contrairement à son rôle comme corépresseur, HDACI puisse être aussi 
un régulateur positif pour certains gènes. De plus, la résistance au stress du RE dans les 
CEI, conféré par la perte de HDACI, pourrait s’avéré intéressante dans le contexte des Mil, 
sachant que le stress du RE est à la fois une conséquence et un facteur initiateur de 
l’inflammation intestinale.
Finalement, l’observation de cinq patrons d’expression de gènes de réponse inflammatoire 
différents et de trois patrons de sécrétion de cytokines a permis de soutenir le fait que 
l’inhibition spécifique d’une HDAC, HDACI dans ce cas, entraîne une modification 
différentielle de la réponse inflammatoire dans les CEI. Il est possible que l’effet 
différentiel de HDACI dans les cellules IEC-6 shHDACl, soit attribuable à des 
modifications promoteur-spécifiques, dont la modulation de l’acétylation ou encore la 
modification du recrutement de complexes corépresseurs, de complexes de remodelage de 
la chromatine ou de facteurs de transcription, dont NF-kB et C/EBPp. Il serait extrêmement 
intéressant de poursuivre l’étude des rôles de HDACI dans la régulation de la réponse 
inflammatoire dans les CEI en s’attardant à ces modifications promoteur-spécifiques, 
notamment par immunoprécipitation de la chromatine, afin de comprendre les mécanismes 
moléculaires par lesquels HDAC 1 modifie différentiellement l’expression des gènes.
En conclusion, nos résultats nous amène à nous questionner par rapport au développement 
de HDACi de plus en plus spécifiques. Nos résultats démontrent bien, dans les CEI, que 
l’inhibition spécifique d’une HDAC, dans ce cas HDACI, peut avoir des effets mitigés 
dans la régulation de processus cellulaire, dont l’inflammation. Il est possible, que pour 
obtenir un effet thérapeutique intéressant, il soit préférable d’inhiber les HDACs de façon
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globale plutôt que spécifique tout en privilégiant des HDACi ayant une activité inhibitrice 
modérée et moins cytotoxique pour les cellules
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